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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar las caracteristicas seminales macroscopicas y
microscopicas del semen de toros raza Bos taurus (Holstein) y Bos indicus (Brahman) bajo
el efecto de dos niveles nutricionales, para analizar la influencia de la nutricion sobre las
variables de calidad espermatica, en razas de mayor predominio en Santo Domingo de los
Tséachilas. La investigacion se llevé a cabo en la parroquia Luz de América en la hacienda
Zoila Luz, se evaluaron 16 sementales de razas Brahman y Holstein, con una edad entre 18
a 22 meses de edad, las variables evaluadas fueron, pH, temperatura, color, volumen,
concentracion, motilidad masal, motilidad progresiva, vitalidad, morfologia muchas de
ellas se analizaron con la ayuda del sistema computarizado CASA. Para el analisis de las
variables estudiadas se utilizé la estadistica descriptiva, el analisis de varianza para un
disefio completamente al azar , con prueba de significancia DMS con un valor (p <0,05),
El promedio de pH dentro del experimento fue de 7,2, para la variable color, fue lechoso,
temperatura 30°C,Volumen 6,8 ml, concentracién 722x10° espermatozoides/ml, motilidad
masal, 71,9 % , motilidad progresiva 62,97 %, Normalidad morfologica 75,8 %, estos
valores corresponden a buena calificacion en cuanto a caracteristicas de calidad
espermatica, se encontré que las variables antes mencionadas no presentaron diferencia
significativa en los tratamientos propuestos, a excepcion de variables como temperatura,
concentracion y vitalidad que fueron diferentes para las fuentes de variacion raza, no
siendo asi para los tratamientos propuestos por la interaccion de fuentes de variacion raza

por nutricion.
PALABRAS CLAVE:
SEMEN, RAZA, NUTRICION

CALIDAD ESPERMATICA
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EQUIPO CASA, ((Anélisis Espermaético Asistido Computarizado)

ABASTRAC

The target of this research was to evaluate macroscopic and microscopic seminal features
from bulls Bos taurus breed (Holstein) and Bos indicus (Brahman) under the effect of two
levels of nutrition, to analyze the influence of nutrition on variables sperm quality in
Predominance Mayor Races in Santo Domingo de los Tsachilas. The research was
conducted in Luz de America in the farm Zoila Luz, 16 Brahman and Holstein stallion
races variables were evaluated, pH, temperature, color evaluated, aged 18-22 months,
volume, concentration, massive motility and progressive motility, viability, morphology,
many were analyzed using a computer system called CASA. For this analysis of the
variables we used descriptive statistics, a analysis of variance completely randomized
design with a significance test of courage DMS (p <0.05), the average pH in the
experiment was 7, 2, paragraph, the variable color, milky WAS 30 ° C temperature, 6.8 ml
volume, sperm concentration 722x106 / ml, mass motility, 71.9%, 62.97% motility, 75.8 %
morphologically normal, these values are a good price on a quality sperm characteristics,
considering that the aforementioned variables showed no significant differences in the
treatments raised an objection of variables such as temperature, concentration and vitality
were different sources race on variation, without being so for treatments proposed by the

interaction of the sources of variation on race by Nutrition.
KEY WORDS:

SEMEN, BREEDS, NUTRITION

ESPERM QUALITY

CASA EQUIP (computer assisted sperm analysis)



EVALUACION COMPARATIVA DE LA CALIDAD SEMINAL BAJO DOS
NIVELES NUTRICIONALES EN SEMENTALES DE RAZAS Bos taurus Y Bos
indicus EN HACIENDA ZOILA LUZ, SANTO DOMINGO DE LOS TSACHILAS

1. INTRODUCCION

La calidad seminal de una especie, esta directamente relacionada con la herencia
genética. Por ende toda la informacion que se pueda obtener sobre la funcionalidad
de una raza u otra en un mismo medio, permiten analizar, procesar y seleccionar
especies que desarrollen su contenido genético en mejores u Optimas condiciones en
un medio requerido. En el ecuador a partir de los afios 80, empieza a poner interés
sobre la base genética de las explotaciones ganaderas, en conjunto con la
introduccion de técnicas como la Inseminacion Artificial , las cuales hacen
indispensable hacer una evaluacion de la calidad del semen misma , que debe ser el
fundamento bésico para conocer la capacidad fecundante de un reproductor; dicho
analisis posibilita no solo el examen de las caracteristicas seminales sujetas a la
influencia de diversos factores, sino también una expresidbn méas exacta de la
fisiologia o alteraciones del aparato reproductor masculino, particularmente en el

proceso de la espermatogénesis (Tamayo, 2006).

El desarrollo de la ganaderia avanza rapidamente cuya finalidad es el incremento de
la produccion, la rentabilidad y la sostenibilidad para ello la obtencion y
fraccionamiento de semen, permite acelerar el mejoramiento de las caracteristicas
productivas del hato, ocasionando un mayor nimero de crias mejoradas, ademas de
la multiplicacion y difusion de genes asi como la conservacion del material genético
reduciendo riesgos sanitarios. Esto va de la mano con la nutricion reproductiva que
consiste en la adicion de diferentes elementos nutricionales necesarios para la
optimizacion y mejoramiento del factor reproductivo en animales destinados a este

fin, potenciando sus capacidades genéticas y fisioldgicas (Barth, A. et al., 2008).

Para realizar la presente investigacion, se extrajo semen con la ayuda del
electroeyaculador a toros de raza Holstein y Brahman bajo una dieta en base a
balanceado y sales minerales, con lo cual se obtuvieron muestras frescas que fueron
analizadas en laboratorio a traveés de un sistema computarizado llamado CASA
(computer assisted sperm analysis), comparando entre si , la mejor calidad

espermatica entre razas bajo su respectiva nutricion, dichas actividades se



desarrollaron en el Laboratorio de Biotecnologia Animal de la Universidad de las
Fuerzas Armadas ( ESPE —IASA 11 ) localizado en la Hacienda Zoila Luz, en Santo

Domingo de los Tsachilas.

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar las caracteristicas seminales macro y microscopicas (motilidad y morfologia)
del semen de toros raza Bos taurus (Holstein) y Bos indicus (Brahman) bajo el efecto
de dos niveles nutricionales mediante electroeyaculacion y el Sistema
Computarizado de Analisis Seminal (CASA) en el tropico himedo en Santo

Domingo de los Tséachilas

1.2 OBJETIVO ESPECIFICO

- Evaluar la influencia nutricional, sobre las -caracteristicas macro y
microscopicas (motilidad y morfologia) de eyaculados frescos de
reproductores Bos indicus y Bos taurus , luego de haber estado sometido a
mismas condiciones nutricionales y ambientales dentro de un plazo

establecido

- Evaluar, utilizando el Sistema Computarizado de Andlisis Seminal (CASA),
las caracteristicas microscépicas (motilidad y morfologia) en eyaculados de
toros Brahman y Holstein Fressian



1. REVISION DE LITERATURA

2.1  Anatomia Reproductiva del Toro

Los drganos sexuales masculinos son los testiculos, que en los mamiferos se hallan
localizados en una bolsa externa Ilamada escroto. Los 6rganos sexuales secundarios
son los conductos; el epididimo, los vasos eferentes que comunican los testiculos con
el exterior y el pene, que se halla atravesado por la uretra, la via comun a la orina,
las secreciones sexuales y los espermatozoides. Los 6rganos sexuales accesorias son
la glandula prostatica, las vesiculas seminales y las glandulas bulbo uretrales o
glandulas de cowper. Los 6rganos sexuales principales, secundarios y accesorios

forman el aparato reproductor masculino (Salisburry, et al.,1961).

2.1.1 Partesy Funciones del Aparato Reproductor del Toro

2.1.1.1 Escroto

Es la bolsa exterior que recubre los testiculos. Sirve de sostén, proteccion y actla

como termorregulador (Cabrera y Gutiérrez, 2010).

2.1.1.2 Testiculos

Los testiculos estan recubiertos por dos capas serosas de la tunica vaginalis, y una
capa de tejido conectivo denso e irregular, que constituye la tinica albuginea (
Wrobel y Dellmann, 1993).



Los drganos sexuales primarios (testiculos), que tiene como funciones principales la
de produccion de espermatozoides (funcion exocrina) y la produccion de hormonas

esteroides (funcion endocrina) (Galina, et al., 2006).

2.1.1.3 Epididimo

El epididimo es un tdbulo elongado y tortuoso empaquetado en un saco de tejido
conectivo que es una extension de la tunica albuginea y mide alrededor de 30- 35
metros de largo en el toro (Salisbury et al., 1978; Chenoweth, 1997).

Se ubica paralelo al testiculo y cumplen funciones importantes como la de
transportar, concentrar, almacenar y madurar las células espermaéticas, una vez que
estas entran a este 6rgano.

Es el tubo que sirve de salida a toda la esperma que se produce en los testiculos y
cualquier bloqueo que se produzca en él es un grave problema. A veces ocurren
blogqueos temporales debido a inflamaciones producidas por alguna lesién o
infeccion (epididimitis). Sin embargo, esta inflamacion o infeccion puede resultar en
la formacion de cicatrices en el tubo que lo bloguean permanentemente con lo que

impiden el paso espermatico (Deutscher, 2010).

Un epididimo tiene capacidad para almacenar 4 ml de fluidos rico en
espermatozoides, con una concentraciéon de 3.55 x 10 E9 espermatozoides/ml, que

ocupa la mitad del volumen total (Salisburry et al., 1978).

2.1.1.4 Las vesiculas seminales

Son dos Organos accesorios que, errGneamente, fueron considerados como
reservorio de semen, por lo que se les denomino vesiculas seminales. Tienen la
forma de sacos alargados, colocados a lo largo de la ampolla seminal, con abertura
donde ésta se une con los eyaculadores que desembocan en la uretra. La funcion es
que aporta una gran cantidad de fluidos al semen que posee un alto contenido de

fructuosa, &cido citrico, potasio y enzimas (Cabrera y Gutiérrez, 2010).



2.1.1.5 Prostata

Es una glandula accesoria, relativamente pequefia, que esta situada transversalmente
sobre la cara dorsal del cuello de la vejiga, en el origen de la uretra. Segrega un
liquido opaco que tiene una reaccion neutra, con un olor caracteristico rico en

proteinas y sales minerales (Cabrera y Gutiérrez, 2010).

2.1.1.6 Uretra

Comienza con el orificio uretral interno, en el extremo caudal del cuello de la vejiga
y llega hasta el orificio uretral externo en la punta del pene. Revestida por un
musculo esquelético capaz de continuar la ola de contraccion eyaculativa. Alberga al
coliculo seminal de la uretra craneodorsal y recibe las secreciones de las glandulas
vesiculares y el esperma proveniente de las ampollas. Ademas las aberturas de los
conductos prostaticos vacian su contenido en esta seccion de la uretra antes y

durante la eyaculacion (Konig, et al., 2002).

2.1.1.7 Glandulas bulbo uretrales o de cowper

Son dos glandulas pequerfias y firmes, situadas a ambos lados de la uretra. Se cree
que una de las funciones principales de su secrecién es la limpieza de la uretra de los

residuos de orina que pudieran dafiar a los espermatozoides (Deutscher, 2010).

2.1.1.8 Pene

La raiz se localiza en la region del musculo bulbo esponjoso. El toro tiene un pene
fibro-elastico, su estructura y tamafio, durante la ereccion varia tanto en diametro y
longitud. La funcion de este segmento de unos 25 cm de largo es doblarse cuando el
pene esta relajado, lo que permite retraerlo y mantenerlo protegido. Durante la
ereccion, la flexura sigmoidea se endereza y el pene se extiende a los fines de la
copula (Galina,et al., 2006).



2.2  Importancia de la Reproduccién

La reproduccion, es el proceso fundamental de los animales que posibilitan la
perpetuacion de las especies dando origen a otros seres semejantes a ellos; ademas,
es un eslabén importante para proporcionar alimento al hombre y herramientas

bésicas en el mejoramiento genético (Mamani, 2007).

En el proceso reproductivo es necesaria la concurrencia de hembras y machos que a
través de la actividad funcional de su aparato reproductor proporcionan los
espermatozoides y los 6vulos que albergan a través de los genes la informacion
propia de la especie y que ademas transmiten a la progenie las caracteristicas de
precocidad y productividad, factores tan importantes que permiten el mantenimiento

de una explotacion costeable (Garcia, 2010).

El toro es responsable en un 80 %, o mas, del mejoramiento que pueda lograrse en
una poblacion. Si una hembra falla lo que se pierde es un ternero; pero si falla el toro

pueden perderse entre 25 y 50 (0 mas) terneros cada 100 hembras (Boggio s.f.)

2.2.1 Espermatogénesis

Es el proceso biologico de la transformacién gradual de las células germinales en
espermatozoides durante un periodo de tiempo dentro de los limites de los tubulos
seminiferos de los testiculos. Este proceso involucra la proliferacion celular por
divisiones mitdticas, duplicacion de cromosomas, recombinacion genética, reduccion
y divisidbn meidtica, hasta producir espermatides haploides y la diferenciacion

terminal de las espermatides en espermatozoides (Knobil, et al., 2003)

La espermatogenesis toma aproximadamente de 64 a 74 dias para la formacion de
espermatozoides y de 14 a 18 dias para que el esperma viaje a lo largo del epididimo
(lugar de acumulacién y maduracion final de los espermatozoides). Por lo tanto, los
sintomas de infertilidad del toro se presentaran dos y medio a tres meses luego de

que el proceso de formacién de espermatozoides ha sido afectado (Sanchez, 2003)



La espermatogénesis puede ser afectada por diversos factores. Asi tenemos que es
afectada negativamente por el incremento de la temperatura escrotal que puede
ocurrir por procesos de inflamacion, fiebre, o temperatura ambiental muy elevada.
Cuando se afecta la espermatogénesis todos los estadios de espermatogonias
mueren, las espermatides sufren anormalidades estructurales y metabdlicas,
disminuye la proporcion de espermatozoides vivos y progresivos moviles, y se

incrementan las atipias por defectos de cabeza principalmente (Setchell, 1998).

2.2.2 El Semen

El semen o espermatozoide, proviene del griego (sperma, que significa semilla), es
un liquido viscoso y blanquecino, que es expulsado a través del pene durante la
eyaculacion. Estd compuesto por espermatozoides (de los testiculos) y plasma
seminal (de glandulas vesicales, prostata y glandulas bulbouretrales) (Rivas, et al.,
2011).

Suspension celular liquida que contiene los gametos masculinos (espermatozoides) y
las secreciones de los 6rganos accesorios sexuales del aparato reproductor masculino,

y se mezclan en el momento de la eyaculacion (Knobil et al., 2003).

2221 Meétodos de Coleccion de Semen

Las técnicas de recogida del semen pueden alterar decididamente la calidad del
mismo. El procedimiento ideal debe ser seguro para el que lo practica y para el
animal, obtener una muestra de semen representativa de una eyaculacién normal, no
hallarse expuesto a contaminacion y estar protegido contra el choque térmico y la luz
solar (A.B.S., 1986).

La obtencion de semen es el primer paso dentro de un programa de congelacion,

preservacion e inseminacion artificial. Esta primera fase es de vital importancia para



la obtencidn de muestras de Optima calidad, asi como para la adecuada utilizacion de
los sementales (Vallecillos, 2011).
Existen basicamente tres métodos de coleccion de semen de los bovinos: Método del

Masaje, Vagina artificial y el método del Electro eyaculador (Angelino, 2009)

2.2.2.1.1 Metodo de electro-eyaculacion

Es el método maés util para obtener muestras de semen de toros o carneros cuando no
resulta practico o posible el uso de vagina artificial. Se ha comprobado que las
caracteristicas del semen recogido por electro- eyaculacién pueden variar un poco en
relacién al obtenido con vagina artificial. La electro eyaculacion proporciona
muestras de mayor volumen y pH mas alto y concentraciones de células

espermaéticas inferiores (McDonal, 1978).

Brejov, et al., (2014). Ensefia que esta técnica permite extraer semen a los animales
sin previo acostumbramiento. Esto es de suma importancia para la evaluacion de
reproductores a campo, donde la coleccidén de semen se puede realizar en la manga
en el mismo momento del examen clinico. Ademas, es muy utilizada cuando se

trabaja con animales no domésticos, sino de vida silvestre o de zool6gicos.

Estd basada en la aplicacién ritmica de un estimulo eléctrico por via transrectal
estimulando el sistema nervioso autbnomo y somatico, que conduce a la obtencion de
secreciones de las glandulas accesorias y finalmente a la eyaculacion. Existen
diferencias en cuanto al modo de operar y en como los animales responden a
distintos tipos de electro eyaculadores. La eleccién de éstos es una cuestion de

preferencia personal.

El uso del electro eyaculacion esta indicado en las siguientes situaciones: Eyaculado
para diagnostico (espermiograma, cultivo bacterioldgico, reacciones inmunoldgicas,

piospermia, etc.); Procesamiento de semen para inseminacion artificial; Inspeccion



clinica del pene por producir protrusion del mismo; Animales inddciles o de baja
libido; Animales con algin tipo de impotencia pero fértiles (por ejemplo

enfermedades en los miembros o columna que les impidan la monta natural).

Es muy importante destacar que la cantidad de estimulacion debe ser estimada a
través de las respuestas del animal y no prestando atencion al voltaje del equipo. La
primera estimulacion debe ser pequefia hasta que el macho demuestre una minima
respuesta. Las estimulaciones sucesivas deben ir siendo incrementadas de a poco,
con una duracién de uno o dos segundos y luego discontinuarse por medio segundo
antes de comenzar con la siguiente estimulacién. El fluido pre seminal no debe

recolectarse porque diluye el eyaculado y puede originar falsos resultados.

Cuando éste comienza a tornarse mas opaco Yy espeso comienza la coleccion en el
cono o tubo de examinacion colocado directamente en el pene. Si el animal no
protruye el pene, el ayudante debe presionar sobre la flexura sigmoidea detras del
operador debe estar listo con una gasa para tomarlo apenas protruya. Aunque la
estimulacion se continla hasta la obtencion de dos a cinco ml de semen, la cantidad
de éste no tiene mucho que ver con la calidad. La mayoria de los animales eyaculan
sin mucha estimulacién, sin embargo, si se ha alcanzado el maximo de estimulos sin
obtener la eyaculacion se deben dar cuatro o cinco estimulos maximos seguidos de

uno o dos minutos de descanso (Gonzélez, S. 2002).

El pene debe ser agarrado con una gasa y mantenido durante el periodo de descanso,
dado que si no se deja libre no protruira para la segunda coleccion. El operador debe
estar atento porque a menudo el semen es emitido cuando el individuo se relaja en el

periodo de descanso.
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2.3 Nutricién

Barth, et al., 2008. En un experimento llevado en la Universidad de Saskatchewan,
Canad4, se compararon dos grupos de toros menores de un afio, un primero
alimentado con una racion hipercaldrica, un segundo con una racion estandar,
observandose luego a la faena el tamafio testicular, el peso de los mismos y el peso
del escroto. Los resultados mostraron un mayor peso de los testiculos para los del
primer grupo, aunque no necesariamente un tamafo mayor, siendo los del primer
grupo los que presentaron mayor peso escrotal. La conclusién a la que llegaron los
investigadores fue que el aumento diferencial de la calidad espermatica. en los que
habian recibido la dieta hipercalorica fue debido tanto al desarrollo del tejido

testicular como al dep6sito de grasa en el escroto.

Si el racionamiento hipercaldrico continda mas all& del afio de edad, se compromete
la calidad seminal como consecuencia del deposito de grasa en el cuello escrotal, lo

que compromete la termorregulacion testicular (Barth, et al., 2008)

2.3.1 Nutricion en Reproductores Bovinos

Varios estudios realizados no aconsejan que la alimentacion de los toros sea alta en
energia porque va en detrimento de la capacidad reproductiva, la que es medida en
la calidad del semen y libido. Los toros que consumieron una dieta muy energética
tuvieron un 50% menos de motilidad espermatica; un alto porcentaje de
espermatozoides anormales, y realizaron menor cantidad de saltos, que aquellos en
los que la dieta les permitié estar un poco méas delgados. EI porqué, ain no esté del
todo claro, pero se estima que parte del problema resulta de la deposicion de grasa
en el cuello escrotal y/o tejido, aumentando de esta manera la temperatura testicular;
por ende se reduce la calidad y cantidad de espermatozoides producidos (Mapletof,
et al., 1998).
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El efecto del etéreo més grave para la espermatogénesis es la sobrealimentacion, el
depdsito de grasa en bolsa y cuello escrotal alteran la termorregulacion. Por ello, se
debe evitar trabajar con toros gordos. Toros relativamente flacos no mostraron
efectos negativos en la calidad seminal, por lo tanto se busca un estado corporal
normal de 5 a 7 administrando la alimentacion necesaria para suplir las necesidades

de mantenimiento (Munar, 2005).

Existen un conjunto de patologias asociadas a la sobrealimentacion de los
reproductores que impactan directa o indirectamente sobre la calidad seminal. La
acidosis ruminal, producto del consumo de alimentos de alta energia, que puede ser
clinica o subclinica, al inflamar la mucosa del rumen, la vuelve permeable a
microorganismos habituales, que via sanguinea colonizan las vesiculas seminales,
provocando severas seminovesiculitis que afectan la calidad seminal. La acidosis
altera la composicion de la flora bacteriana ruminal, estas bacterias producen
endotoxinas que por via sanguinea provocan la congestion de los tejidos blandos de
la pezufia, laminitis o infosura. Los animales aparecen rengos, surgen deformaciones
de la pezufia, chapinudos o pezufias con forma de zapato chino, y actitudes
posturales anormales, lo que compromete la rutina de extraccion del semen. El
higado graso, producto también de la sobrecarga energética, es la degeneracion
grasa del tejido hepético que afecta el metabolismo general y por lo tanto también el
de las hormonas esteroides sexuales (progesterona, estrogenos, testosterona). El
tejido graso produce hormonas esteroides, que participan del desequilibrio hormonal
y afectan la gametogénesis. Como ya se ha mencionado la grasa escrotal afecta la
termorregulacion testicular, y la normal espermatogénesis. Impotencia copulatoria
por exceso de peso, dolores esqueléticos y pezufias debilitadas por secuelas de
infosura, libido disminuida por combinacion de todos los factores mencionados,
también hace dificil la obtencion de semen de calidad en los centros de colecta y

procesamiento de semen (Munar, 2005).

Los niveles de energia y proteina que son aportados en las raciones de los terneros
tienen un impacto importante sobre la aparicion de la pubertad y el desarrollo sexual,
factores que estan involucrados en la futura calidad espermatica. Los niveles
nutricionales influyen sobre las hormonas que controlan la maduracién sexual a

través de aquellas hormonas metabdlicas que responden al contenido energético de
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la racion. Estas hormonas sexuales son las que aparecen en determinado momento
del crecimiento y comandan las funciones y nimero de células de Sertoli y Leidig.
Es necesario un correcto nivel de energia en la dieta para lograr un maximo
crecimiento del parénquima testicular con un menor deposito de grasa, la cual va en
desmedro de la calidad seminal al comprometer la termorregulacion (Gonzélez, S.
2002).

Los niveles de proteina influyen en el desarrollo de testiculos, glandulas accesorias,
epididimo y caracteristicas seminales tales como concentracion espermatica. Asi
mismo, los excesos de energia predisponen a enfermedades como la acidosis,
seminovesiculitis y esteatosis hepatica que comprometen la gametogénesis. La
aplicacion de biotecnologias como la  inseminacion artificial, transferencia
embrionaria, fertilizacion in vitro, etc., requiere de un semen de excelente calidad

que permita su procesamiento sin perder la capacidad de fecundar (Aspron, 2004).

2.3.2 Los Minerales

Los minerales constituyen entre 4-5 % del peso vivo del animal, y su presencia es
necesaria para la vida y salud de todas las especies (Ciria et al., 2005). Muchos
minerales tienen mas de una funcidon ya que los tejidos del animal contienen
minerales que no son reconocidos como esenciales pero que tienen funciones en
actividades metabdlicas aun desconocidas, mientras que otros estan presentes como
contaminantes. Algunos pueden afectar adversamente a un animal si se incluyen en

la dieta a niveles extremadamente altos (Church y Pond, 1996; Sahagun, 1998).

Algunos elementos minerales resultan esenciales para el crecimiento, conservacion,
reproduccion y funcionamiento de los tejidos corporales. Son precisamente
cantidades y proporciones minimas para equilibrar las pérdidas corporales que se
estan produciendo constantemente, de modo que un consumo inferior al normal de

dichos minerales puede provocar graves trastornos metabdlicos y funcionales (Braun,
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s.f.). Ademés pueden mejorar la actividad antioxidante y actian como cofactores
tolerantes a la glucosa, asi como activadores de los sistemas enzimaticos o como

componentes de los compuestos organicos (Church y Pond, 1996; Sahagun, 1998).

Siempre se ha considerado que los aportes de proteina y energia representan las
principales limitantes en la produccion animal (Pfander, 1971). Sin embargo la
deficiencia de minerales aumenta esta problematica, ya que estos ejercen una
marcada influencia para el mejor aprovechamiento de estos nutrientes (McDowell y
Hernandez, 1975).

2.3.2.1 Clasificacion de los Minerales

Los minerales se clasifican por la cantidad o presencia de estos elementos en el
cuerpo del animal. Asi, podemos considerar a los elementos mayores 0 macro
minerales cuyos requerimientos son superiores a 100 partes por millon (ppm) en la
dieta y se encuentran formando partes estructurales del cuerpo como los huesos y
fluidos corporales, siendo vitales en la regulacién del equilibrio &cido -bésico, la
presién osmotica, el potencial eléctrico de la membrana celular y la transmision
nerviosa; y los elementos menores, micro minerales o minerales traza cuyas
necesidades son inferiores a 100 ppm y se encuentran presentes en cantidades
pequefas, formando generalmente parte de enzimas, cofactores enzimatico como
partes de hormonas (NRC, 2001).

La clasificacion de los minerales esenciales en elementos mayoritarios 0 macro-
elementos y micro-elementos o elementos de traza, depende de su concentracién en
los animales o las cantidades necesarias en la racion. Normalmente, los elementos
traza se encuentran en el organismo animal en cantidades inferiores a 50 mg/kg y son

necesarios en cantidades inferiores a los 100 mg/kg de la racion (McDonald, s.f.).
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2.3.2.2 Funciones de los Minerales

Algunas de las funciones mas importantes de los minerales para la produccién de los
rumiantes se notan a continuacion (Huerta, 1997, 1999, citado por Fldrez, Cristdbal,
2004):

- Conformacion de la estructura 6sea y dental (Ca, P y Mg).

- Equilibrio &cido-bésico y regulacion de la presién osmotica (Na, Cl y K).
- Sistema enzimatico y transporte de sustancias (Zn, Cu, Fe y Se).

- Reproduccion (P, Zn, Cu, Mn, Co, Sey I).

- Sistema inmune (Zn, Cu, Se, y Cr).

2.4. Evaluacioén de la Calidad Seminal

El método estandar para evaluar la fertilidad de machos reproductores, aparte de la
evaluacion directa de vacas gestantes en un rebafio, es el examen del semen.
Mediante su uso podemos predecir el potencial reproductivo de los sementales, dicha
evaluacion se realiza por medio de la observacion de caracteristicas macroscopicas y

microscopicas (Aspron, 2004).

2.4.1 Caracteristicas Macroscopicas del Semen

Las caracteristicas macroscopicas a evaluar en semen de bovinos son: volumen,

color, olor, aspecto, densidad macroscépica.

Volumen.- El volumen de un eyaculado se expresa en mililitros (ml), y su lectura se

hace por medio de un tubo recolector graduado. Normalmente dicho valor para el
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eyaculado de toros, es de aproximadamente dos ml en animales jovenes y en

animales adultos > a cuatro ml, llegando hasta 12 ml.

Color.- Depende del contenido de riboflavina, siendo normalmente desde
blanquecino marfil hasta amarillento. Una coloracién rojiza, indica la mezcla con
sangre fresca; si el color es pardo, indica la presencia de sangre mas vieja
(hemolizada), denominandose ambos tipos como hemospermia. Una coloracion gris
indica contaminacion. Los eyaculados sin espermatozoides tienen una coloracion
amarillo-verdosa y son de apariencia acuosa. El pus en el eyaculado se reconoce

frecuentemente por la presencia de flculos, denominandose piospermia.

Olor.- Las muestras de semen recolectadas higiénicamente, de toros sanos y feértiles,

tienen un débil olor sui géneris.

2.4.2 Caracteristicas Microscopicas del Semen

Las caracteristicas microscopicas a evaluar en el semen de bovinos son: motilidad

masal, motilidad individual, vitalidad, morfologia y concentracion espermatica.

Motilidad masal.- Por movimiento de masa se entiende, el movimiento en onda de
todos los espermatozoides, observado en los eyaculados densos. Para su evaluacién
se toma una gota del semen (gota de semen integro) con una pipeta, se coloca la gota
sobre un porta objeto a 37°C y se observa en campo claro (aumento 10X), sin colocar
el cubre objeto.

El grado de motilidad masal (MM) se describe segun la siguiente escala:
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++++  Actividad cinética muy buena, remolinos intensos con ondas

espermaticas apreciables.

+++  Actividad cinética buena, remolinos apreciables aunque

menos intensos.

++ Actividad cinética regular, pocos remolinos y con menor

frecuencia que la anterior.

+ Actividad cinética deficiente, el semen no forma remolinos

sino eventualmente y sin ninguna intensidad.

- Actividad cinética ausente.

Motilidad individual.- La motilidad individual de una muestra de semen se expresa

como el porcentaje de células moviles bajo un campo microscaépico.

Vitalidad.- Esta caracteristica mide el niUmero de espermatozoides vivos. Para medir
la vitalidad de una muestra de semen, se utilizan colorantes vitales, como eosina-
nigrosina, con los cuales los espermatozoides muertos son tefiidos de color rojo o
rosa, mientras que los vivos quedan sin tefiir, esto debido a que el colorante, cuando
existe dafio a nivel de la membrana celular, (como en la célula espermatica muerta),
es capaz de atravesarla y colorearla; aquellos espermatozoides que se observan en la
lamina sin tefiirse, son los que poseen una membrana celular intacta y no permeable

al paso del colorante (Pérez y Pérez, 1985).

Morfologia.- Palacios (2005), Sefala que la morfologia espermatica es un factor
determinante en la capacidad de fertilizacion del semen, ya que existe una
correlacion entre defectos espermaticos e infertilidad. Los espermatozoides son
traslucidos y virtualmente invisibles al microscopio de luz directa, por lo que se

requiere del uso de colorantes que provean de un fondo oscuro para visualizarlos. La
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coloracion vital, con eosina, azul de anilina o eosina-nigrosina, son las mas usadas

para la evaluacion morfoldgica de semen.
Las malformaciones espermaticas, se pueden clasificar siguiendo diferentes criterios.

1) Por el origen de formacién de las anormalidades, las atipias se clasifican en
primarias y secundarias. Las malformaciones primarias, son aquellas que se originan
dentro del testiculo durante la espermatogénesis y las malformaciones secundarias,
son aquellas que se originan a través de su paso por el epididimo. Asi se tiene como
atipias primarias: microcefalias, cabeza piriforme, cabeza estrecha, defectos de la
pieza media, gota citoplasmatica proximal, insercion abaxial de la pieza intermedia,
flexion de la pieza media, enrollamiento de la pieza media y la cola, cabeza doble,
pieza media doble. Entre las atipias secundarias se tiene: gota citoplasmatica distal,
enrollamiento final de la cola, flexidn de la cola, sin acrosoma, cabezas desprendidas,
cola fracturada (Hafez y Hafez, 2000).

2) Por su relacion con la fertilidad se clasifica en atipias mayores y menores.
Esta clasificacion fue propuesta por Bloom (1977), llamando malformaciones
mayores a las que estaban asociadas con la infertilidad, y malformaciones menores
aquellas que, al momento de crear el método de clasificacion, no se encontraban

relacionadas con la fertilidad en forma directa.

3) Y un tercer criterio las clasifica como atipias compensables y no
compensables. Saacke, et al., (1994) propusieron clasificar los defectos como
compensables, a aquellos en los que el espermatozoide no llega a la vecindad del
ovocito y no evita que otro espermatozoide realice la fertilizacion; por lo tanto, si se
aumenta la concentracién de la dosis seminal, se podria llegar a compensar este tipo
de malformacion, tal es el caso de espermatozoides con problemas en el sistema de
locomocion. Por el contrario, un defecto no compensable es aquel en el cual el
espermatozoide esta perfectamente capacitado para llegar hasta el ovocito, realiza el
bloqueo de la polispermia pero es incapaz de continuar el proceso de fertilizacion.
Dicho defecto no se puede compensar aumentando la concentracion de la dosis
inseminante, ya que si una muestra posee 20% de espermatozoides con este defecto,

no habra ninguna diferencia si hay 100, 1000 6 10000 en el oviducto.
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Concentracion espermatica.- La concentracion de los espermatozoides se expresa
como el numero de espermatozoides por ml de semen. Se determina utilizando
métodos semejantes al recuento de globulos rojos realizado en hematologia. El
conteo directo de células, a través del hemocitdmetro o camara de Neubauer fue
disefiado para contar eritrocitos.

El diluyente utilizado debe inmovilizar a los espermatozoides para que se pueda
llevar a cabo el conteo. Normalmente se utiliza NaCl al 3% (solucién hipertdnica), lo
cual hace que la célula deje de ser viable. La dilucion de la muestra de semen, para
determinar la concentracidn espermatica en el caso del bovino es de 1:200 (Bearden,
et al., 1982). Esto quiere decir que se diluye un volumen de semen en 199 volimenes
iguales de NaCl al 3%. Una vez diluido el semen e inmovilizados los

espermatozoides, se coloca en la camara de Neubauer.

2.5  Evaluacion de la calidad seminal asistida por Computadora (CASA)

El sistema Computarizado de Andlisis Seminal (Computer Assisted Sperm Analysis,
CASA, por sus siglas en inglés), fue desarrollado en la Universidad de Pennsylvania
y perfeccionado por Amann y Hammersatedt en el afio 1980. Es un sistema
internacionalmente conocido por ser un equipo rapido, certero, constante y
cientificamente validado. Involucra una camara de video (cdmara de Makler)
conectada a un microscopio de interface, un detector de imagenes y a una
computadora que digitaliza las imagenes del tamafio y de los movimientos

espermaticos.

Las imagenes digitalizadas a través del tiempo permiten analizar la velocidad de las
células, el movimiento rectilineo, circular o lateral; el calculo de la cantidad de

espermatozoides maviles y la concentracion, asi como también todos los valores de



19

velocidad, movimiento lateral, progresivo y linealidad de la trayectoria espermatica
(Brogliatti, 2008).

2.5.1. Parametros del Sistema CASA

Los parametros determinados para cada espermatozoide son: velocidad del
movimiento con base en varios descriptores, la trayectoria que realiza la cabeza del
espermatozoide y la frecuencia de los cambios de direccion que ésta realiza
(Quintero, 2003).

Entre los parametros que evalian la velocidad de desplazamiento de los

espermatozoides son los siguientes:

Velocidad curvilinea (VCL).- Velocidad promedio de desplazamiento de la cabeza

del espermatozoide a lo largo de su trayectoria real. Se mide en pm/seg.

Velocidad rectilinea (VSL).- Velocidad promedio de la cabeza del espermatozoide a
lo largo de una linea recta, desde la primera hasta la Gltima posicion. Se mide en

um/seg.

Velocidad promedio de desplazamiento (VAP).- Velocidad promedio de la cabeza

del espermatozoide a lo largo de su trayectoria promedio. Se mide en pm/seg.

Porcentaje de linealidad (LIN).- Relacién entre VSL y VCL. Se mide en porcentaje
(%).

Indice de rectitud (STR).- Relacion entre VSL y VAP. Se mide en porcentaje (%).

Los parametros para evaluar la trayectoria que realiza la cabeza del espermatozoide,

son.

indice de oscilacion (WOB).- Relacion entre VAP y VCL. Se mide en porcentaje
(%).
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Amplitud del desplazamiento lateral de cabeza (ALH).- Valor promedio lado a

lado de la cabeza en cada ciclo de batido. Se mide en um.

Frecuencia de batido (BCL).- Frecuencia con la cual la verdadera trayectoria del

espermatozoide cruza la trayectoria promedio. Se mide en Hz.

2.5.2. Ventajas del Sistema CASA

La evaluacién del semen mediante el analizador seminal CASA, posee grandes
ventajas, entre ellas, la eliminacién de la subjetividad e incorporacion del anélisis del

movimiento cuantificable detallado.

Brogliatti, et al., (2008). Realizaron un estudio para evaluar los pardmetros de
motilidad del semen fresco de toros colectados por vagina artificial (VA) y por
electro eyaculador (EE). en aquel estudio se evalu6 menos de 1000 espermatozoides,
determinando: concentracion (CONC), recorrido de velocidad media (VAP),
velocidad rectilinea (VSL), la velocidad curvilinea (VCL),La amplitud lateral de la
cabeza (ALH), la frecuencia de batido (BCF), la rectitud (STR), la linealidad (LIN),
y el porcentaje de células rapidas o estaticas, encontrando que no hubo diferencias

significativas (P> 0,05)

El uso del sistema CASA provee mediciones objetivas y confiables de la motilidad
espermatica, permite diferenciar subpoblaciones en relacion al tipo de motilidad
espermatica (espermatozoides que muestran movimientos lineales o de
hiperactividad), asi como morfologia espermatica. Establece, de una manera efectiva,
medidas cuantitativas del movimiento individual de los espermatozoides, por lo que
con este tipo de analisis se pueden obtener medidas correctas de la motilidad
espermatica que proporcionen informacién precisa acerca del estado funcional del

axonema y de las membranas espermaticas (Mortimer, 2000).
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A su vez, utilizar este equipo para determinar con mayor exactitud la motilidad
espermatica post descongelacion y su vitalidad, es muy util para determinar el
numero de espermatozoides/dosis de inseminacion, para optimizar el uso de toros
élite (Ballester, et al., 2007).

Asi como para dar cabida a una eventual aplicacion en el semen sexado, dado que los
espermatozoides de toro luego de ser sometidos a la crio preservacion sufren una alta
mortalidad, lo que compromete la fertilidad, y la calidad del espermatozoide después
de la descongelacion.

El uso del sistema CASA ha permitido la evaluacion de la calidad del semen
colectado del epididimo. Los espermatozoides colectados del epididimo se
consideran como una fuente potencial de genes valiosos para los bancos de genoma,
sobretodo en especies como los equinos, en los cuales su valor es elevado
(Goovaerts, et al., 2006).

El uso del sistema CASA ha sido una herramienta muy util, en la investigacion de las
sub-poblaciones espermaéticas en diferentes especies. Esto se ha hecho con base a una
serie de datos objetivos proporcionados por este sistema. El porcentaje de células
moviles presentes en la muestra y la calidad media de ese movimiento, permiten
identificar la existencia de sub-poblaciones de espermatozoides, con distintos
patrones de movimiento, que coexisten en la misma muestra de semen, lo cual es una
visién mas real, ya que una muestra de semen es una poblacién heterogénea (Muifio,
et al., 2006).
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2.5.3 Desventajas del Sistema CASA

Stornelli y De La Sota, (2005). El sistema CASA es costoso y necesita una exacta
calibracién Concentraciones > 50-100 x 10%sp/ml, limitan la capacidad del

dispositivo para realizar el anlisis.

Verstegen, y Onclin, (2002). El principal problema se relaciona con la
estandarizacion y optimizacion de los equipos y procedimientos Por ello antes de la
utilizacion de estos analizadores se deben tomar en consideracién algunos factores
como son: efecto de la velocidad de fotogramas y el nimero de fotogramas por
campo sobre la motilidad del semen, efecto de la temperatura de descongelacion,
efecto de la concentracion espermaética, efecto del tiempo de anélisis; ya que una
alteracion de alguno de estos parametros, proporcionaria datos errados sobre los

patrones de movimiento y velocidad espermatica
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1. MATERIALES Y METODOS

3.1 UBICACION DEL AREA DE INVESTIGACION

3.1.1. Ubicacion Politica

Provincia: Santo Domingo de los Tséachilas

Canton: Santo Domingo de los Colorados

Universidad: Universidad de las Fuerzas Armadas ( ESPE IASA 11)
Campus: Hacienda Zoila Luz

Ubicacion: Km 24 Via Santo Domingo- Quevedo

3.1.2. Ubicacion Geografica

El Trabajo experimental, se realizo en el km 24 de la via Santo Domingo- Quevedo,
hacienda Zoila Luz, parroquia Luz de América, El &rea se ubica en las siguientes
coordenadas UTM:

Este: 688 149

Norte: 9 954 652



680l000 686.000 6921000

-’ “ 4
T o {
2k ¥ st
3 3

995?000
1
9956000

995%000
]
9952000

(L S A W W M e

994&:000
8
!
9948000

T — T
680000 686000 692000

Fuente: (Palacios, 2015)

Figura 1. Referencia Cartografica de ubicacion del area de Investigacién

Fuente: (Google, 2015)

Figura 2. Croquis del area de Investigacion

3.1.3. Ubicacion Ecoldgica

Zona de Vida Bosque Humedo Tropical (Bht) (Holdridge L, 1987)

Formacion Ecoldgica: Bosque Siempre verde Piemontano( Sierra,1999)

24
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3.1.3.1. Caracteristicas Climaticas
Temperatura Media Anual : 23,6 °C
Precipitacion Media Anual : 2980 mm / afio
Heliofania Media Anual  : 660horas / luz / afio
Humedad Relativa ; 91 %

Altitud ; 270 msnm

Fuente : Estacion meteoroldgica Puerto Ila — Inamhi, promedio 2006 — 2012.

3.2 MATERIALES

Objeto de Investigacion

Ocho reproductores de raza Brahman (Bos indicus)

Ocho reproductores de raza Holstein Fressian ( Bos taurus)

Para la Recoleccion de semen

. Electro eyaculador: (Marca Electrojac 5; Electrodo con laminas de aluminio;
Mango - colector ; Tubos de cristal graduados de 10 ml, con bordes de
seguridad; Cubierta de proteccién térmica);Vasos de plastico desechables,
graduados de 100 ml;Guantes de plastico desechables, Conos de latex
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Para la Dilucién / Anélisis Micro y Macroscopica

Diluyente para semen bovino: (Andromet; Agua destilada);Bafio Maria marca
Fisher Cientifica B14: (Metal; Modelo No. IC 2100; Capacidad 7
litros); Termometro de cristal de mas 50 °C;Vasos de cristal, de precipitados
graduados: Pipetas automaticas ;Embudos de plastico para semen diluido;
Equipo Casa marca: Mini Tube ; Microscopio: Serie OM79309 Lente 5-10-
20-40 micras; PC: Serie 108NDUN24366; Autoclave: marca TUTTNAVER
Serie 1501511; Esterilizador de Conos Tipo GVD12.Peachimetro portatil
modelo PT — 370; Microscopios — contraste de fase modelo MBL 200Serie:
112002-1615 ; Lentes de: 10x — 20 - 40 — 100 micras ;Fotometro SDM1
BOVINO, Cémaras lejas, Microcubetas

Otros equipos

Des humificador marca EXCELL modelo: MDFE65AN1;UPS Estabiliza y
mantiene energia modelo PS5490

Higiene y Limpieza

Estufa de esterilizacién; Toallitas desinfectantes ;Frasco lavador; Cepillos
:Escurridor; Papel de filtro; Jabon neutro; Detergente fendlico; Alcohol
etilico de 70°
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3.3 METODOS

3.3.1 Disefio Experimental

3.3.1.1. Factores de Prueba
Cuadrol. Factores de Prueba del Experimento
Factores Niveles
Bos taurus(Bt)
Raza (Fr)

Bos indicus(Bi)

o Pasto + Agua + Sal Mineral (sm)
Nutricion (Fn)

Pasto +Agua + Balanceado (ba)

3.3.1.2 Tratamientos comparativos

Los tratamientos comparados provienen de la multiplicacién entre los factores raza
Bos taurus y Bos indicus con los niveles de nutricion aplicados a los toros del

experimento

Cuadro2. Tratamientos comparados en el experimento de calidad espermatica
entre dos razas bovinas: Bos taurus x Bos indicus bajo el efecto de dos

niveles nutricionales

Tratamiento Cadigo Descripcion
1 Btsm Bos taurus con Pasto + Agua + Sal Mineral
2 Btba Bos taurus con Pasto + Agua + Balanceado
3 Bism Bos indicus con Pasto + Agua + Sal Mineral
4 Biba Bos indicus con Pasto + Agua + Balanceado
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3.3.1.3. Tipo de Disefio

Se utilizé un esquema bifactorial, A X B (A = 2; B = 2) conducido en un Disefio

completamente al azar

3.3.1.4. Repeticiones o Bloque

Se realizé cinco repeticiones por tratamiento.

3.3.15. Caracteristicas de la Unidad Experimental

Se utilizé 16 reproductores (ocho Brahman y ocho Holstein) entre 20 y 24 meses de
edad, alimentados bajo dos niveles nutricionales segun el disefio experimental, los
cuales se convirtieron en donantes de semen. La extraccion del material seminal se la

realiz6 mediante el método del electro eyaculador.

Se analizaron 96 muestras de semen fresco, provenientes de los 16 sementales, luego
de 8 meses de adaptacion, méas 60 dias de dieta alimenticia que consisti6 1 kg de
balanceado con 14 % de proteina en el grupo elegido al azar de animales para ambas
razas , de igual manera con 100 gr de Sal mineral en los animales restantes |,
semanalmente se extrajo muestras seminales durante 5 semanas, todas las muestras
de semen se analizaron con ayuda de microscopio y el sistema computarizado de
Analisis Seminal (CASA)
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3.3.2 Analisis Estadistico

3.3.2.1. Esquema de Analisis de Varianza
Cuadro 3. Anadlisis de Varianza del Experimento
Fuente Variacion Grados Libertad
Raza 1
Nutricion 1
Raza x Nutricion 1
Error 12
Total 15
3.3.2.2. Coeficiente de Variacion

El coeficiente de variacion se obtuvo de acuerdo a la siguiente formula

E
CV=———x100

CV = Coeficiente de variacion
CME = Cuadrado Medio del Error

x = Media general del Experimento

3.3.2.3. Andlisis Funcional

Las medias de los tratamientos se compararon mediante la prueba de diferencia
minima significativa (DMS) P < 0,05.
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3.3.4 Variables a Medir

Caracteristicas macroscopicas

Volumen, temperatura, pH, color

Caracteristicas microscopicas

Concentracion espermatica, motilidad masal, motilidad progresiva, velocidad

curvilinea, velocidad media, velocidad rectilinea, vitalidad, morfologia

3.3.5 Métodos Especificos en el Manejo del Experimento

3.35.1. Metodologia Especifica para Extraccion de Semen

Durante el experimento, los animales fueron trasladados desde sus respectivos

potreros hacia las instalaciones en donde se realizo la extraccion seminal

Fijacion del Semental

Se us6 una manga de encierro para restringir el movimiento lateral o hacia adelante y
atras del reproductor. Con esto se redujo el espacio para moverse disminuyendo las

probabilidades de desplomarse y hacer la recoleccion mas dificil.
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Pre-estimulacion del Reproductor

Se Pre-estimul6 al toro manualmente durante 10 a 15 segundos antes de insertar la

sonda, esto hizo relajar al animal y redujo el tiempo de recoleccion. A su vez

mientras el animal fue acariciado, se lavd con abundante agua y por consiguiente se

secO con papel, sus genitales, para lograr tener una muestra seminal libre de

contaminacién

Extraccion Seminal

Una vez que el animal, se encontro relajado, limpio y asegurado en la manga, se

procedio a extraer el semen, siguiendo los siguientes pasos:

a)

b)

Preparacién de Electroeyaculador : el equipo fue instalado segln las
especificaciones técnicas del manual , para ello se conectd cables de
distribucion de energia y piezas en sus respectivos lugares

Preparacién de Tubo Colector: esto se realizd, introduciendo el cono de goma
en el tubo colector, a su vez en el extremo inferior del cono se ingresé el
tubo milimetrado falcom, el cual fue revestido de una proteccion de
policarbonato para evitar la rotura del cristal a més de proteger la muestra de
rayos solares y o cualquier contaminante externo o agente espermicida.
Extraccion del Semen: para lograrlo, se introdujo via rectal el electrodo del
equipo que lleva en su parte inferior una platina metalica que conduce de
energia, se aplicd Gel como lubricante para evitar la ceracion de la mucosa
del toro. El dispositivo se coloca en linea recta en direccion a la columna
vertebral, de manera tal que facilite el ingreso, forme un angulo de 45° el
electrodo hace contacto con los globulos seminales (glandulas bulbo uretrales
0 de cowper, vesiculas seminales, prostata) generando el impulso eléctrico
sobre los nervios de esa zona haciendo que se produzca la eyaculacion. Para
lograr un buen eyaculado, se program6 de manera automaética el
electroeyaculador en conjunto de un operador quien reguld el voltaje de

acuerdo a la sensibilidad de cada semental.
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Transporte de la Muestra

Una vez obtenida la muestra, fue inmediatamente llevada hacia el laboratorio
ubicado a 400 metros de la estacion de extraccion. , siendo protegida de rayos

solares y actores mecénicos que afecten a la calidad de la muestra.

Metodologia para Analisis de Laboratorio de Semen Fresco

Preparacion de Laboratorio

El laboratorio asi como todas las herramientas e instrumentos para el
experimento se prepararon con un dia de anticipacién, en donde se hizo lo
siguiente:

- Preparacion de Diluyente: Se vertio agua destilada en el bafio Maria hasta
la sefial designada y se programo el equipo a 35 °C (Esto se realizé al
momento de ingresar al laboratorio); se colocé un Erlenmeyer
conteniendo 16 ml de agua ultra pura y en una probeta se vertio 4 ml de
diluyente Andromed; por consiguiente se colocaron ambos envases dentro
del bafio Maria hasta que alcanzaron una temperatura uniforme por un
lapso de 10 minutos. Al transcurrir dicho tiempo se agregd el diluyente al
agua ultra pura (relacion 4:1) y se dejé en bafio Maria durante cinco
minutos, luego se retir6 y homogenizo la solucién diluyente, una vez
homogenizada se dejé en temperatura ambiente durante 10 minutos, para

luego colocar la dilucion en refrigeracion un dia antes de su uso.

- Limpieza y Desinfeccion de Laboratorio: Para esto, se ased con una toalla
humedecida con (Hipoclorito, Alcohol 70 %) las superficies de ceramica
y madera respectivamente. Retirando el polvo y contaminantes por todo el
laboratorio. Se aspir6 el piso completamente, para luego colocar solucién
desinfectante desodorizada liquida, luego fue trapeado para su total

desinfeccion.
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Preparacion KIT de extraccion: Este KIT incluye 10 conos de goma, 10
Tubos colectores milimetrados ,10 cintas de parafina, tijera, 10 tapones de
caucho, toalla de tela, recipiente plastico. Lo requerido en el experimento
fue 8 para cada extraccion, pero en vista de situaciones de campo,
siempre se preparé mas de lo requerido. Estos materiales fueron revisados
y preparados un dia antes para disminuir situaciones imprevistas a las

actividades realizadas.

Analisis de la Muestra de Semen Fresco

Mientras se hicieron los preparativos para la extraccién seminal en
campo, en el laboratorio, al ingresar se vertio agua destilada en el bafio
Maria y se programd el equipo a 29 °C (temperatura a la cual fueron
recibidas las muestras seminales), Una vez preparado el bafio Maria y

Ilegada la muestra al laboratorio se hicieron los siguientes analisis.

Caracteristicas Macroscopicas:

- Temperatura y pH: .- Las muestras se analizaron mediante el
pHmetro portéatil PT 370, se introdujo el extremo metalico del equipo
(previamente lavado con agua destilada y secado con toalla, esto para
cada muestra), dentro del tubo milimetrado con muestra seminal,
evitando el roce con la superficie de cristal, para ello se programé el
pHmetro en (Calc?), esta programacion es especifica del equipo para
muestras seminales bovinas.

- Volumen: el volumen seminal se midio directamente en el tubo de
recoleccion y expresado en ml

- Color: se evalu6 por observacion directa inmediatamente después de
analizar pH y temperatura, considerando el rango de color lechoso,

cremoso, cremoso amarillo.

Caracteristicas Microscopicas :
- Concentracion Espermatica: Con una pipeta se tom6 10 pl del

eyaculado, se llend la microcubeta del fotometro y se procedio a la
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lectura de la concentracion espermética expresada en 10° millones de
espermatozoides.

Motilidad Masal, Motilidad Progresiva, Velocidad Curvilinea,
Velocidad Media, Velocidad Rectilinea: Con una micro pipeta se
extrajo 12 pl de semen y se coloco en el portaobjetos previamente
calentado a 37°C, se ubicO el cubre objetos y se observo en el
microscopio con el fin de hacer una evaluacion subjetiva. Analizada
subjetivamente la muestra esta mostré una buena motilidad masal y
actividad espermatica, luego se realizd la dilucion del semen. Esta
dilucion fue de las siguientes relaciones (1 :10)y (1 : 100 ), una de
ellas fue elegida para ser observada en el sistema CASA, con la ayuda
de la evaluacion subjetiva y la concentracidn espermaética , se eligio
trabajar con diluciones 1:10 ( Diluyente(ml) : Semen (ul) ) para
muestras con buena concentracion y actividad espermaética , y 1:100
para muestras con baja concentracion y actividad espermatica. De tal
manera que hecha la eleccién de la dilucion a trabajar, se tomé una
muestra de 10 pl de semen diluido misma que fue introducida en una
celda de la camara leja (que estuvo previamente temperada en la
platina térmica) y se analizd con el equipo CASA, en este analisis
computarizado se tomaron en cuenta aspectos como, el volumen de la
muestra , el pH , la dilucién , ademéas del rango del haz de luz que
estuvo en 92, lente 20x (esto corresponde al manejo del equipo). Por
consiguiente arroja los resultados de las variables esperadas.

Vitalidad: Para ello se extrajo 12 pl de semen y se coloco en una placa
porta objetos calentada a 37°C, se adicion6 10 pl de eosina 'y 12 ul de
nigrosina, se mezcld y se realizé el frotis para luego ser observado en
el microscopio (en aumento de 100x y utilizando aceite de inmersion)
después de 15 minutos de hecho el frotis, contando 100
espermatozoides y clasificandolos en Vivos o Muertos, y plasmando
el porcentaje relativo a cada categoria en la hoja de laboratorio. La
proporcion de espermatozoides coloreados sobre el total de células
observadas constituyo el porcentaje de espermatozoides muertos en la

muestra.
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- Morfologia : Se utilizd las mismas placas de vitalidad , a la vez que
era evaluada la vitalidad , se analiz6 las diferentes anormalidades
espermaticas que presentaban las muestras , clasificandolas segun sus
categorias ( anormalidades de cabeza, pieza media , flagelo) detalladas

anteriormente , y plasméandolas en la hoja de laboratorio .

Mediciones cuantitativas que realizo el sistema CASA

Velocidad curvilinea (VCL, velocidad media del espermatozoide medida sobre la

trayectoria verdadera punto a punto seguida por la célula en pum/segundo).

Velocidad media (VAP, que es la velocidad sobre una trayectoria recta calculada y

medida en um/segundo, es una estimacion de la trayectoria real).

Velocidad rectilinea (VSL, que es la distancia en linea recta entre el inicio y el final

de la trayectoria del espermatozoide, medida en um/segundo).

Considerando el aseo del laboratorio segin la metodologia detallada en preparacion
de laboratorio, una vez que la préctica fue terminada se limpié e higienizo tanto el
area de laboratorio como los materiales empleados, esterilizando los conos
(previamente lavados con jabon neutro, enjuagados y secados al ambiente) en la
esterilizadora para conos y vaginas de goma, programada a 120 minutos, antes de
ello se llené con agua destilada. Al igual que los tubos milimetrados y vasos de

precipitacion, introduciéndolos en el autoclave, durante 20 minutos.

3.35.3 Metodologia de Analisis de Datos

Una vez que los datos fueron obtenidos, se plasmaron en la hoja de campo, se
recopilaron en Excel, y se realizaron las tabulaciones y pruebas estadisticas,

procesando dichos datos y representandolos graficamente, en Excel e Infostat.
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Se ejecutaron transformaciones de datos para las variables estudiadas , En estadistica,
la transformacién de datos se efectla para asegurarse asi de que tienen una
distribucion normal (un remedio para los valores atipicos, fallas de la normalidad, la
linealidad, y homocedasticidad), lo que normalmente se hace para preparar los datos
para el analisis de regresion, ya que este analisis asume los datos son lineales,
normales y homoscedasticos. Esto también se conoce como la transformacion de la
linealidad. Un buen indicador de los datos con una distribucion normal es el sesgo en

el rango de -0,8 a 0,8 y curtosis en el rango de -3,0 a 3,0.

Pequefias muestras de una de poblacién con valores atipicos son un problema, porque
los intervalos de confianza que producen a menudo estan fuera de centro y son muy
estrechos. El intervalo de confianza serd& mayor que la tasa de captura de estos
intervalos. Si el tamafio de la muestra es demasiado pequefia o los datos estan
sesgados se puede intentar una de estas transformaciones: logaritmica, raiz cuadrada
o inversa. (Ronald, S. 2002)


https://es.wikipedia.org/wiki/Estad%C3%ADstica
https://es.wikipedia.org/wiki/Distribuci%C3%B3n_normal
https://es.wikipedia.org/wiki/Valor_at%C3%ADpico
https://es.wikipedia.org/wiki/Homocedasticidad
https://es.wikipedia.org/wiki/Regresi%C3%B3n_%28estad%C3%ADstica%29
https://es.wikipedia.org/wiki/Valor_at%C3%ADpico
https://es.wikipedia.org/wiki/Logaritmo
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IV. RESULTADOS y DISCUSION

4.1 Caracterizacion de Toros Experimentales:

Cuadro 4. Caracterizacion de toros Experimentales

L Condicién Circunferencia L,
Codigo -Toro  Raza Observacion

Corporal  Escrotal (cm)

B 156 Brahman 35 37 Buenos aplomos, buen angulo de pezufia, presencia de garrapatas
B 161 Brahman 35 35,2 Buenos aplomos, buen angulo de pezufia, presencia de garrapatas
B 164 Brahman 35 35 Buenos aplomos, buen angulo de pezufia, presencia de garrapatas

Lesion tren posterior derecho, buenos aplomos, identificador naranja

B 167 Brahman 3 38 .
oreja derecha
B 169 Brahman 35 38,5 Buenos aplomos, buen angulo de pezufia, presencia de garrapatas
B 170 Brahman 35 35 Buenos aplomos, buen angulo de pezufia, presencia de garrapatas
B 174 Brahman 35 40,5 Buenos aplomos, buen angulo de pezufia, sin lesiones
B 216 Brahman 35 38,6 Buenos aplomos, buen angulo de pezufia, presencia de garrapatas
Sin lesion, Buenos aplomos, buen angulo de pezufia, Presencia de
H 310 Holstein 3 40,3 verrugas a nivel de ojos, morro, prepucio (no obstruye la salida del
glande), base testicular.
H 320 Holstein 35 38 Buenos aplomos, buen angulo de pezufia, presencia de garrapatas
. Buenos aplomos, Sin lesiones,
H 330 Holstein 35 43,7 . _
Verrugas a nivel base testicular
H 340 Holstein 3,2 37,2 Buenos aplomos, buen angulo de pezufia, presencia de garrapatas
H 350 Holstein 3 37,2 Buenos aplomos, verrugas a nivel de paleta, presencia de garrapatas
H 360 Holstein 3 40 Buenos aplomos, Sin lesiones
. Buenos aplomos, garrapatas a nivel testicular, verrugas en base
H 370 Holstein 32 46,2

testicular

H 380 Holstein 35 39,4 Buenos aplomos, buen angulo de pezufia, presencia de garrapatas
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Cuadro 5. Seleccion Aleatoria de Toros para Tratamientos

Tratamientos

Raza
Pasto + Agua+ Sal Mineral Pasto +Agua+ Balanceado
B 170 B 174
3
8 B 167 B 161
g
‘@ B 169 B 156
o
el
B 164 B 216
H 350 H 360
S H 330 H 340
[
2 H 370 H 320
[an]
H 380 H 310

4.2 Analisis de la Influencia Nutricional en las Caracteristicas Seminales
macro y microscopicas en Toros de Raza Bos taurus y Bos indicus

Para el analisis de la influencia nutricional en las caracteristicas seminales, como
primera instancia se realizd el célculo del promedio de los resultados de las
diferentes extracciones, diferencidndolas del grupo de sujetos experimentales
expuestos a dos niveles nutricionales (Sal Mineral y Balanceado), como lo indica el
Cuadro 6., para luego categorizar dicha informacion y reclasificarla considerando los
tratamientos expuestos en el Disefio experimental como lo indica el cuadro 7. Por
consiguiente se realizo el calculo de los promedios de las variables macroscépicas y
microscopicas de cada una de las extracciones respectivas como se indica en los

cuadros.
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RESULTADOS DE EXTRACCIONES

Cuadro 6. Promedios de Extracciones de variables de la calidad espermaética

en el experimento.

Microscopicas

Macroscopicas

g Extraccion Concentracion Andlisis Computarizado CASA Vitalidad ~ Morfologia
e Ph  Temperatura Color Volumen (ml) X10°/ml MM (%) MP(®%) VCL VAP  VSL  Vivos% Normalidad %
g L.B 71 28,1 Lechoso 8,7 362,5 56,9 45,2 94,7 64,5 57,1 63,8 78,25

w

g 1 7,0 32,1 Lechoso 6,6 505,1 65,5 52,3 102,1 55,8 43,6 60,6 70,38

g 2 71 31,3 Lechoso 6,9 867,3 67,8 54,7 1415 81,7 68,5 54,4 69,63

% 3 72 30,3 Cremoso 7,0 938,1 79,5 73,1 140,1 79,7 66,7 58,75 72,63

Z 4 7,15 32,23 Lechoso 6,50 409,75 75,00 68,00 129,83 75,71 64,89 76,00 86,63

% 5 7,34 32,60 Cremoso 6,75 1169,88 78,40 70,66 133,58 72,41 5534 67,25 80,75

§ L.B 6,9 26,6 Lechoso 75 491,5 62,2 53,5 95,4 60,3 51,9 72,3 72,25

]

[ 1 72 31,4 Lechoso 74 613,3 74,2 66,5 124,4 67,8 53,6 67,1 74,75

% 2 73 26,8 Cremoso 74 2943 60,1 50,1 100,4 58,2 475 67,4 73,50

% 3 71 32,0 Cremoso 6,8 677,3 76,4 68,6 122,7 73,1 62,9 58,5 73,50

§ 4 7,15 32,29 Cremoso 7,85 660,88 73,59 65,93 125,60 75,75 65,14 84,50 78,50

% 5 718 32,55 Cremoso 5,43 1077,25 66,94 57,72 121,59 69,90 5517 64,25 77,75

Cuadro de resultados correspondientes a las extracciones realizadas durante el
experimento, considerando L.B (linea base) el punto de partida, donde los sujetos
experimentales no estuvieron expuestos a ningdn tratamiento; informacion que luego

fue comparada con los resultados del experimento, segun las figuras ,37 — 46.

Cuadro 7. Promedios de Tratamientos, de variables de la calidad espermatica

en el experimento.

Microscépicas

Descripcion Macroscopicas
Concentracion Anélisis Computarizado CASA Morfologia
x106/ml
Raza Nutricion Tratamiento Ph  T°C Vol.(ml) MM(%) MP (%) VCL VAP VSL Vivos% Normalidad
Brahman  Sal mineral Bism 72 313 57 819,0 75,8 68,6 1314 758 62,9 69,5 79,8
Brahman Balanceado Biba 72 261 6,4 795,7 68,9 61,2 1155 68,0 569 72,5 74,0
Holstein  Sal mineral Btsm 71 319 7,6 738,8 70,7 58,9 127,4 70,3 56,7 57,4 72,2

Holstein  Balanceado Btba 72 319 75 533,5 72,3 632 1225 69,6 564 64,3 77,3




40

Cuadro de resultados de promedios de tratamientos en el experimento, este cuadro
analizo los promedios obtenidos de todas las repeticiones y extracciones realizadas,

categorizandolas por los tratamientos propuestos en el disefio experimental

RESULTADOS DE VARIABLES DE EXTRACCIONES

A continuacion se presenta los cuadros de resultados de las variables analizadas para
la evaluacion de la calidad espermatica, de cada una de las extracciones realizadas
en el experimento, de manera que se agrupan y promedian resultados segun las
fuentes de variacion (raza, nutricion, raza x nutricién) que fueron propuestas para el

analisis de varianza.

Cuadro 8. Promedios de resultados de las variables analizadas, en

comparacion de los tratamientos correspondientes a la primera

extraccion.
Microscopicas

Macroscépicas Andlisis Computarizado Casa Vitalidad  Morfologia
Factor pH Temperatura  Volumen (ml)  Concex106/ml MM (%)  MP(%) VCL VAP VSL Vivos %  Normalidad
Brahman 7,105 31,435 6,0625 569,25 64,899 5510125 10558375 57,46875 4594 65,625 74,5
Holstein 7,08375 31,65 7,325 553,5 74,8175 63,635 120,91125 66,06375 51,21125 62,125 70,625
Sal Mineral  7,01625 31,6625 6 509,5 65,52275 52,6375 102,0875 55,7625 4356875 60,625 70,375
Balanceado  7,1725 31,4225 7,3875 613,25 74,19375 66,4725 124,4075 67,77 53,5825 67,125 74,75
Brah*Salmi 71 32,175 5,125 376 68,1005 56,9175 96,6275 53,605 43,375 62,75 69
Brah*Balan 7,11 30,695 7 762,5 61,6975 53,285 114,54 61,3325 48,505 68,5 80
Hols*Salmi  6,9325 31,15 6,875 643 62,945 47,61 107,5475 57,92 43,7625 58,5 71,75

Hols*Balan 7,235 32,15 7,775 464 86,69 79,66 134,275 74,2075 58,66 65,75 69,5
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Cuadro 9. Promedios de resultados de las variables analizadas, en
comparacion de los tratamientos correspondientes a la segunda
extraccion.

Microscépicas
Vitalida
Macroscopicas Analisis Computarizado Casa d Morfologia
Temperatur Volumen Concex106/m MM Normalida
Factor pH a (ml) | (%) MP(%) VCL VAP VSL  Vivos % d
7,2 60,2062 134,65 76,2687 66,137
Brahman 2 26,6 6,375 669,125 70,47 5 5 5 5 70,25 71,75
7,1

Holstein 1 31,50 7,98 492,38 57,41 4457 107,23 63,61 49,93 51,50 71,38

Sal

Mineral 7,1 31,3 6,9 867,3 67,8 54,7 1415 81,7 68,5 54,4 69,6

Balancead

o} 7,3 26,8 7.4 294,3 60,1 50,1 100,4 58,2 47,5 67,4 73,5

Brah*Salm 7,1

i 8 31,25 5,48 923,50 77,60 68,66 167,45 93,02 82,14 68,00 76,00

Brah*Bala 7,2

n 6 101,95 7,28 414,75 63,34 51,76 101,86 59,52 50,14 72,50 67,50

Hols*Salm 6,9

i 6 31,36 8,40 811,00 57,94 40,75 115,47 70,41 54,96 40,75 63,25

Hols*Bala 7,2

n 6 31,65 7,55 173,75 56,88 48,40 98,98 56,81 44,89 62,25 79,50

Cuadro 10. Promedios de resultados de las variables analizadas, en
comparacion de los tratamientos correspondientes a la tercera
extraccion.

Microscopicas
Macroscépicas Anélisis Computarizado Casa Vitalidad  Morfologia

Factor pH Temperatura Volumen (ml)  Concex106/ml MM (%) MP(%) VCL VAP VSL Vivos %  Normalidad

Brahman 7,16125 30,6 6,2 925 82,995 78,1175 1283875 783175 66,68625 61,75 75,5

Holstein 7,125 31,62375 7,5375 690,375 72,874375 63,55875 134,44125 74500625 62,9325 55,5 70,625

Sal Mineral 7,18 30,26125 6,9875 938,125 79,513125 73,05625 140,0975 79,704375 66,70875 58,75 72,625

Balanceado 7,10625 31,9625 6,75 677,25 76,35625 68,62  122,73125 7311375 62,91 58,5 735

Brah*Salmi 7,1675 28,75 6,675 1106,25 86,115 81,345 137,525 81,4925 67,5 62 80,75

Brah*Balan 7,155 32,45 5,725 743,75 79,875 74,89 119,25 75,1425 65,8725 61,5 70,25

Hols*Salmi 7,1925 31,7725 73 770 7291125 64,7675 142,67  77,91625 659175 55,5 64,5

Hols*Balan 7,0575 31,475 7,775 610,75 72,8375 62,35 126,125 71,085 59,9475 55,5 76,75
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Cuadro 11. Promedios de resultados de las variables analizadas, en

comparacion de los tratamientos correspondientes a la cuarta

extraccion.
Microscopicas
Vitalida
Macroscopicas Anélisis Computarizado Casa d Morfologia
Temperatur Volumen Concex106/m Normalida
Factor pH a (ml) | MM (%) MP(%) VCL VAP VSL Vivos % d
120,1212
Brahman 7,07 324 6,25 685,875 72,01375 66,78875 5 75,45375 65,38375 87,25 83,5
76,57687  67,139687 75997812  64,647187
Holstein 7,2275 32,1125 8,1 384,75 5 5 135,3025 5 5 73,25 81,625
7,1512 129,8287
Sal Mineral 5 32,225 6,5 409,75 75 67,99625 5 75,70625 64,8925 76 86,625
7,1462 73,59062  65,932187 75,745312  65,138437
Balanceado 5 32,2875 7,85 660,875 5 5 125,595 5 5 84,5 78,5
Brah*Salm
i 7,045 32,25 5,375 580,75 73,64 68,4975 121,865 77,0675 66,4225 84 89,5
Brah*Bala
n 7,095 32,55 7,125 791 70,3875 65,08 118,3775 73,84 64,345 90,5 77,5
Hols*Salmi  7,2575 32,2 7,625 238,75 76,36 67,495 137,7925 74,345 63,3625 68 83,75
Hols*Balan  7,1975 32,025 8,575 530,75 76,79375  66,784375  132,8125  77,650625  65,931875 78,5 79,5
Cuadro 12. Promedios de resultados de las variables analizadas, en
comparacion de los tratamientos correspondientes a la quinta
extraccion.
Microscopicas
Macroscopicas Anélisis Computarizado Casa Vitalidad ~ Morfologia
Factor pH Temperatura  Volumen (ml)  Concex106/ml MM (%)  MP(%) VCL VAP VSL Vivos %  Normalidad
Brahman 7,275 32,5125 5,3125 1187,375 71,46125 64,335 128,35875  71,98375 55,24 69,875 79,125
Holstein 7,23875 32,6375 6,8625 1059,75 73,87875 64,045 126,81875 70,3225 55,27125 61,625 79,375
Sal Mineral 7,3375 32,6 6,75 1169,875 78,39875 70,65625 133,58375 72,4075 55,34 67,25 80,75
Balanceado 7,17625 32,55 5,425 1077,25 66,94125 57,72375 121,59375 69,89875 55,17125 64,25 77,75
Brah*Salmi 7,28 31,95 5,75 1108,5 73,4775 67,55 133,45 73,82 55,0075 70,5 83,75
Brah*Balan 7,27 33,075 4,875 1266,25 69,445 61,12 123,2675 70,1475 55,4725 69,25 745
Hols*Salmi 7,395 33,25 7,75 1231,25 83,32 73,7625 133,7175 70,995 55,6725 64 77,75
Hols*Balan 7,0825 32,025 5,975 888,25 64,4375 54,3275 119,92 69,65 54,87 59,25 81
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Cuadro 13.  Promedios de resultados de las variables analizadas, en comparacion
de los tratamientos correspondientes a todas las extracciones.
Microscépicas
Macroscopicas Anélisis Computarizado Casa Vitalidad  Morfologia
pH  Temperatura  Volumen (ml)  Concex106/ml MM (%) MP(%) VCL VAP VSL Vivos%  Normalidad
Brahman 7,17 31,69 6,04 807,33 72,37 64,91 123,42 71,90 59,88 70,95 76,88
Holstein 7,16 31,90 7,56 636,15 71,11 60,59 124,94 70,10 56,80 60,80 74,73
Sal Mineral 7,15 31,61 6,64 778,90 73,24 63,73 129,41 73,06 59,81 63,40 76,00
Balanceado 7,17 31,98 6,97 664,58 70,24 61,77 118,95 68,94 56,86 68,35 75,60
Brah*Salmi 7,15 31,28 5,68 819,00 75,79 68,59 131,38 75,80 62,89 69,45 79,80
Brah*Balan 7,18 32,10 6,40 795,65 68,95 61,23 11546 68,00 56,87 72,45 73,95
Hols*Salmi 7,15 31,95 7,59 738,80 70,69 58,88 127,44 70,32 56,73 57,35 72,20
Hols*Balan 7,17 31,86 7,53 533,50 71,53 62,30 122,44 69,88 56,86 64,25 77,25

4.2.1 Andlisis de Varianza para los Resultados Obtenidos

A continuacion se presenta los cuadros de resumen del andlisis de varianza

considerando los cuadrados medios de las extracciones realizadas, para cada una de

las variables analizadas en la determinacion de la calidad espermatica a los sujetos

experimentales bajo distinta raza y nutricion, asi como también la interaccion de

ambas. Los datos antes mencionados son valores ajustados.

Las figuras correspondientes a cada uno de los cuadros, estan realizadas en base a los

datos promedios de la comparacion de tratamientos que arrojo los resultados de

campo, en vista que el andlisis de varianza nos da una cantidad de cuadrados medios

con valores transformados, por cuestiones de normalizacion de la muestras.
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VARIABLES MACROSCOPICAS

Cuadro 14. Cuadrados medios de extracciones para las fuentes de variacion del
experimento obtenidas del Andlisis de Varianza considerando la
variable pH.

o ) Cuadrados Medios de Extracciones
Fuente de Variacion Grados Libertad

2 3 4 5
Raza 1 0,000071™ 0,0018™ 0,00019™ 0,0035"" 0,00019™
Nutricién 1 0,000034™ 0,01  0,00076" 0,0031™ 0,0036 "
Raza x Nutricion 1 0,003" 0,0018™ 0,00053" 0,00042™ 0,0032"
Error 12 0,00037  0,0004 0,000094 0,00014 0,00038
CcvV 0,72 0,74 0,36 0,45 0,72

Total 15

Significativo*
Altamente significativo **

No significativo n

No todas las extracciones presentaron una diferencia significativa para la variable de
pH

Para la fuente de variacion “raza”, solo hubo diferencia significativa en la cuarta
extraccion tal cual lo indica la figura 3. Siendo el promedio de la raza para la variable

“pH” 7,2 como indica el cuadro 7y 13

Para la fuente de variacion “nutricion”, no hubo diferencia significativa en la cuarta
extraccion, presentando diferencias en el resto de extracciones como lo indica la

figura 4.

Para la interaccion de las fuentes de variacion “raza por nutricion”, se encontro

diferencia significativa en las extracciones 1, 3, 5 como lo indica la figura 5.

El factor “nutricidn” presentdé mayor numero de extracciones con diferencia

significativa que el factor nutricion y la interaccion de ambos.
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Figura 3. Diagrama de barras de la variable “pH” para el factor “raza”, de las
extracciones con diferencia significativa de los cuadrados medios del

analisis de varianza realizado en el experimento.

El grupo de animales con raza Holstein, presentaron un pH mas basico (7,23) que el
grupo de animales brahmén (7,07), como lo indica el cuadro 11. , valor que fluctla
entre 6.8 y 7,2 mismos resultados que muestra (Corpoica, 2010) en donde se hace
una evaluacion reproductiva del macho bovino en climas tropicales. Los sujetos
experimentales en este caso los toros, que comprendieron al factor de raza, brahman
y holstein , considerando que la dieta y la extraccion fueron factores que no
prescribieron significancia ; presentaron una gran variabilidad de resultado del pH
entre individuos y entre razas durante las extracciones esto puede verse en el anexo 6
, 'y también se puede corroborar con (Williams, G. 1980) quien estima que las
variables de calidad espermatica como pH puede variar entre las especies, los
individuos de la misma especie y en un mismo individuo ademas de que puede variar
por enfermedades, frecuencia de eyaculacion, nutricion, época del afio, edad,
estimulos sexuales, manipulacion antes y después de la colecta, agentes

farmacologicos y las variaciones fisiologicas normales.
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Figura 4. Diagrama de barras de la variable “pH” para el factor nutricion, de las
extracciones con diferencia significativa de los cuadrados medios del

analisis de varianza realizado en el experimento.

El grupo de animales que tuvo como dieta, balanceado, presento un pH mas basico
que los que fueron sometidos a dieta con sal mineral, a excepcién de la extraccion 5
en donde Sal mineral supera a la dieta con balanceado obteniendo el resultado mas
alto de todas las extracciones (7,34). Sin embargo es notorio el aumento del pH para

el grupo de animales sometidos a sal mineral durante las extracciones.

Se considera al pH, como una variable que mide acidez o alcalinidad, para el caso del
experimento las muestras colectadas a lo largo del mismo no sobrepasaron a un pH
de 7,7 ni estuvieron por debajo de 6,5, siendo esto un indicativo como fue
mencionado anteriormente de un pH gue se mantuvo en el rango de buena calidad y
siendo en promedio general 7. De manera contraria si los valores hubiesen sido
mayores 0 menores, el caso seria distinto segin menciona (Padrén, et al., 1998)
donde se ha sugerido que un pH elevado (> 8) puede considerarse un signo de
infeccion seminal si se asocia a otros sintomas, mientras que un pH disminuido (<

7,2) se observa cuando existe un déficit de la funcion de las vesiculas seminales.

No existe pardmetro que especifique el rango de pH que debe llevar una raza en
especial, siendo esta una variable macroscopica, como indicador clinico del estado

sanitario del semen.
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Figura 5. Diagrama de barras de la variable “pH” para la interaccion de factores

“raza por nutricion”, de las extracciones con diferencia significativa
de los cuadrados medios del andlisis de varianza realizado en el

experimento.

El tratamiento de sal mineral para el grupo de animales de raza Holstein presento un
aumento de 6,93 a 7,40 como se evidencia en la figura 1, 2,3 véase también cuadro 8,
10,12. Siendo este tratamiento el que represent6 la mayor diferenciacion con el resto

de extracciones y en el tiempo.

El tratamiento de balanceado con el grupo de animales de raza Holstein , presento los
resultados mas bajos en cuanto a incremento de pH , no estando asi en un rango de
pH negativo , ni que de indicativos de presentar infeccion . Como se menciond

anteriormente hablando de los intervalos de pH segln (Padron, et al., 1998).
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Cuadro 15. Cuadrados medios de extracciones para las fuentes de variacion del
experimento obtenidas del Analisis de Varianza considerando la

variable “temperatura”

o ) Cuadrados Medios de Extracciones
Fuente de Variacion Grados Libertad

2 3 4 5
Raza 1 0,0015™ 0,000000014™ 0,04~ 0,0025™  0,00049™
Nutricién 1 0,0019™ 0,01™ 0,09 0,000098"™ 0,00074 "
Raza x Nutricion 1 0,05  0,00034"™ 0,13" 0,0017™  0,04"
Error 12 0,0041 0,003 0,0035 0,01 0,01
OAY, 1,13 0,97 1,06 1,45 1,25

Total 15

No todas las extracciones presentaron una diferencia significativa para la variable de

temperatura

Para la fuente de variacion “raza”, solo hubo diferencia significativa en la tercera
extraccion tal cual lo indica la figura 6. Siendo el promedio de la raza para la variable

temperatura 31,11°C como indica el cuadro 7 y 13

Para la fuente de variacion “nutricién”, hubo diferencia significativa en la tercera
extraccion, no presentando diferencias en el resto de extracciones como lo indica la

figura 7.

Para la interaccion de las fuentes de variacion “raza por nutricion”, se encontrd

diferencia significativa en las extracciones 1, 3, 5 como lo indica la figura 8.

La interaccion de factores “raza por nutricion” presento mayor numero de

extracciones con diferencia significativa que el factor “nutricion” y “raza”.
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Figura 6. Diagrama de barras de la variable “temperatura” para el factor “raza”,
de las extracciones con diferencia significativa de los cuadrados

medios del andlisis de varianza realizado en el experimento.

La raza holstein presenté una diferencia significativa (31,62°C) segln el analisis de
varianza en comparacion con Brahman (30,60°C) resultados correspondientes a la
tercera extraccion, y Unica, que present6 resultado con diferencia dentro de todo el

experimento, esto puede corroborarse en el cuadro 10.
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Figura 7 Diagrama de barras de la variable “temperatura” para el factor
“nutricion”, de las extracciones con diferencia significativa de los

cuadrados medios del analisis de varianza realizado en el experimento.

La dieta con balanceado presentd una diferencia significativa (31,96°C), segin el
analisis de varianza en comparacion con Sal Mineral (30,26°C), resultados
correspondientes a la tercera extraccion, y unica, que arrojo resultado con diferencia

dentro de todo el experimento, segun el cuadro 10.
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Figura 8. Diagrama de barras de la variable “temperatura” para la interaccion de

factores “raza por nutricién”, de las extracciones con diferencia
significativa de los cuadrados medios del analisis de varianza

realizado en el experimento.

El tratamiento Brahman con Sal mineral presentd la mayor temperatura en la primera
extraccion (32,17°C), Siguiendo muy de cerca Holstein con Balanceado con un
promedio de (32,15°C), El valor mas bajo en temperatura registré el tratamiento
Brahman con balanceado (30,69 °C), como se puede ver en el cuadro 7 y 8.

Para la tercera extraccion, el tratamiento que presentd mayor temperatura fue
Brahman con balanceado (32,45 °C) y la menor temperatura registrada fue Brahman

con sal mineral (28,75 °C); lo totalmente opuesto a la primera extraccion, se puede
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observar en el cuadro 10. , sin embargo se registra la mayor temperatura entre las
extracciones a la quinta vez que esta se realiza, con un promedio de (33,25 °C) para
el tratamiento “Holstein con Sal mineral junto a Brahman con balanceado (33,07
°C), las cuales presentan diferencia significativa entre Brahman con sal mineral
(31,95 °C) y Holstein con Balanceado (32,02 °C), registrado en el cuadro 12.

No se verifico estudios, que manifiesten el estado de temperatura idéneo para un raza
en especifico; pero la temperatura de semen fresco , puede estar influenciada por
caracteristicas ambientales , fisioldgicas o patogénicas , a mas de variar entre
individuos de una misma especia como se observa en los cuadros y graficos antes
mencionados, (Williams, G. 1980) estima que las variables de calidad espermatica
como temperatura puede variar entre las especies, los individuos de la misma
especie y en un mismo individuo ademéas de que puede variar por enfermedades,
frecuencia de eyaculacion, nutricion, época del afio, edad, estimulos sexuales,
manipulacion antes y después de la colecta, agentes farmacologicos y las variaciones

fisioldgicas normales.

La temperatura de las muestras seminales tuvieron un promedio de 31,5°C, segin el
cuadro 13, mismo que esta por debajo de 4 a 7 °C, de la temperatura corporal normal
de los bovinos la cual oscila entre 37,5 y 39,5 °C, segln (Rojas, R. 2012). y que fue
corroborado por estudios como el de (Lozano, H. 2009) e (IRAC.2012), en los cuales
los mecanismos de termorregulacion escrotal mantienen a los testiculos en menor
temperatura a la corporal , con el fin de no afectar a la espermatogénesis ni calidad

de semen .
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Cuadro 16. Cuadrados medios de extracciones para las fuentes de variacion del
experimento obtenidas del Analisis de Varianza considerando la

“variable volumen”

Cuadrados Medios de Extracciones

Fuente de Variacion Grados Libertad

2 3 4 5
Raza 1 026™ 0538™ 026™ 046 041"
Nutricion 1 0,31™ 0,04™ 001™ 028™ 028"
Raza x Nutricion 1 0,03™ 0,22™ 0,07™ 0,03™ 0,02™
Error 12 0,1 0,12 0,11 0,07 0,06
CV 1213 1318 128 10,04 10,22
Total 15

No todas las extracciones presentaron diferencia significativa para la variable de

“Volumen”.

Para la fuente de variacion “Raza”, solo hubo diferencia significativa en la cuarta y

quinta extraccion tal cual lo indica la figura 9. Siendo el promedio de la raza para la

variable “Volumen” 6,8 como indica el cuadro 7y 13

Para la fuente de variacion “Nutricion”, no hubo diferencia significativa en ninguna

de las extracciones.

Para la interaccion de las fuentes de variacion “Raza por Nutricion”, no se encontrd

diferencia significativa en las extracciones.



53

=
o
)

A
8 ik A
B T
= 71 T B
1S 6 - J_ il Raza
g 5 I OBrahman
2 L .
3 4 @ Holstein
o
> 3
2 4
1 .
0
4 5
Extraccion
Figura 9. Diagrama de barras de la variable “Volumen” para el factor “Raza”,

de las extracciones con diferencia significativa de los cuadrados

medios del andlisis de varianza realizado en la investigacion.

La raza Holstein, presentd valores mas altos de volumen en relacion a la raza
Brahman en la cuarta (8,1 ml) y quinta extraccién (6,8 ml), teniendo la raza Holstein
un valor de (6,25 ml) y (5,31 ml), respectivamente. Esto puede verse en el cuadro 11
y 12. Los resultados de “volumen” presentan una variabilidad significativa y no
significativa para los mismos individuos dentro del experimento, siendo normal,
porque la variable “volumen”, depende de diversos factores en un mismo individuo o
en un grupo, tal cual lo indica (Williams, G. 1980).

La variable “Volumen” tuvo un promedio de 6,8 ml durante el experimento, como se
puede observar en el cuadro 7 y 13, considerando las razas y los tratamientos
evaluados, llegando a 13ml como el promedio més alto entre el grupo de razas.
Siendo Holstein quien mantuvo los valores mas altos, como grupo raza, dentro de las
extracciones; las extracciones 4 y 5 manifestaron una diferencia significativa, este
parametro de volumen se encuentra dentro de lo normal, segun los estudios de
(Aglero, G. 2012), quien afirma que la cantidad en ml de los eyaculados
normalmente es de aproximadamente 2 ml en animales jovenes y en animales adultos
> a 4 ml, llegando hasta 12ml. (Lozano, H. 2009) por otro lado indica que un toro
Bos taurus disminuye su fertilidad comparado con un toro Bos indicus, cuando se

encuentra en condiciones tropicales ( mismas en las que se realizo el experimento ,
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como lo es Santo Domingo de los Tsachilas, siendo bosque himedo tropical, seguin
(Holdrigde, G., 1987).

Los sementales pueden presentar un alto indice de estrés oxidativo; este ocurre a
nivel intratesticular y probablemente dé lugar a una inadecuada calidad del semen
una vez que se obtenga un eyaculado tanto por monta directa o por colecta algunos
investigadores reportan que los toros Bos indicus presentan siempre una menor
produccién y menor calidad espermaticas, sin importar bajo qué condiciones se
encuentran en comparacion con los Bos taurus. Este no es el caso, sin embargo
durante el experimento en comparacion de “razas” y “dietas” existio una diferencia
en cuanto a volumen al momento de la extraccion con la linea base, esto puede
observarse cuadro 6, 7, 13.

A su vez considerando los estudios de (Lozano, H. 2009) , en los que afirma que el
volumen en toros Holstein , puede disminuir al estar en climas tropicales y que los
toros Brahman presentan menor volumen en eyaculados , compaginan con los

resultados obtenidos en el experimento .

VARIABLES MICROSCOPICAS

Cuadro 17. Cuadrados medios de extracciones para las fuentes de variacién del
experimento obtenidas del Analisis de Varianza considerando la

variable “concentracién”.

L ) Cuadrados Medios de Extracciones
Fuente de Variacion Grados Libertad

2 3 4 5
Raza 1 2,01™ 7858™ 76,81 196,94 161"
Nutricion 1 15,35™ 637,79 3,66 137,19  6,08™
Raza x Nutricion 1 147,11° 242" 765™ 1066™ 587"
Error 12 29,08 2012 1327 0,6 20,02
CVv 2344 1968 1298 1886 1347

Total 15
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No todas las extracciones presentaron diferencia significativa, para la variable de

“Concentracion”.

Para la fuente de variacion “raza”, solo hubo diferencia significativa en la tercera y
cuarta extraccion como se observa en la figura 10; siendo el promedio de la raza para
la variable “concentracién” 721,10° espermatozoides/ml como indica el cuadro 7'y
13.

Para la fuente de variacion “nutricién”, hubo diferencia significativa en la segunda,

tercera y cuarta extraccion, como indica la figura 11

Para la interaccion de las fuentes de variacion “raza por nutricion”, se encontro

diferencia significativa en extraccion 1, como indica la figura 12.
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Figura 10. Diagrama de barras de la variable “concentracion” para el factor
“raza”, de las extracciones con diferencia significativa de los

cuadrados medios del analisis de varianza realizado en el experimento.

Como se puede observar en la figura 10 , en la tercera y cuarta extraccion la raza de
toros Brahman presentd mejores resultados en cuanto a concentracion , teniendo en
la tercera extraccion 925x10° espermatozoides / ml y en la cuarta 685x10°
espermatozoides / ml, que la raza Holstein, la cual registré 690x10° y 384x10°
espermatozoides / ml respectivamente para las extracciones . Esto puede observarse

en el cuadro 7,10 y 11.
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Estos resultados variaron para cada uno de los individuos, durante las extracciones,
como se pueden observar en los cuadros 8, 9,12. Mismo que se corrobora con
(Williams, G. 1980). Como se detallé anteriormente , que las caracteristicas pueden
variar en un individuo o en un grupo de individuos , por factores ambientales, tipo de
extraccion , y factores externos que inciden en la concentracion espermatica por cada
eyaculado , algo comun en toros jovenes, es la masturbacion previa a la extraccion ,
situacion que afecta directamente en el contenido espermatico de una muestra
seminal, los valores obtenidos se pueden comprobar segun las investigaciones
realizadas por (Krause, L., y Dittmar, A.1962.) Quienes determinan que un
eyaculado con concentraciones mayores a 800x10° espermatozoides por mililitro
(espermatozoides/ml) es considerado como bueno y mayores a 500x10°
(espermatozoides/ml) es considerado un eyaculado de calidad regular. A su vez los
resultados obtenidos difieren de la investigacion que realizaron (Chenoweth,
P.1981), (Randel, R.1993) y (Berdugo, J.1994) que mencionan la superioridad de la
concentracion espermatica en sementales Bos taurus sobre la de Bos indicus,
probablemente sea un fendmeno de adaptacion y el estrés oxidativo que limitan la
calidad espermética considerando la variable “concentracion” en este caso de los
toros Holstein; los Brahman presentaron mayores concentraciones , coincidiendo con
(Lozano, H. 2009), este hecho puede deberse a que la raza Brahman tiene adaptacién

a las condiciones ambientales en Santo Domingo de los Tséachilas.
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Figura 11. Diagrama de barras de la variable concentracién para el factor
Nutricion, de las extracciones con diferencia significativa de los

cuadrados medios del analisis de varianza realizado en el experimento.

El grupo de animales expuestos a una dieta con sal mineral tuvo mejores
concentraciones espermaticas, significativamente diferentes ( p> 0,01) segln cuadro
17; como se puede observar en las extracciones 2 y 3 , excepto en la extraccion 4
donde el alimento balanceado obtuvo mejores resultados en cuanto a concentracion ,
siendo el promedio general para la dieta con Sal mineral ( 778 x10° espermatozoides

/' ml) y Balanceado ( 664x10° espermatozoides / ml ), cuadro 7 .
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Figura 12. Diagrama de barras de la variable “concentracién” para la interaccién
de factores “raza por nutricion”, de las extracciones con diferencia
significativa de los cuadrados medios del analisis de varianza

realizado en el experimento.

En la figura se pude observar que los sementales Brahman con dieta de balanceado
presentaron una mayor concentracién (762x10° espermatozoides/ ml) junto con los
Holstein con Sal mineral (643x10° espermatozoides / ml) quienes manifestaron tener

diferencia significativa en comparacion del resto de los tratamientos.
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Cuando los reproductores son alimentados con dietas bajas en energia, por periodos
prolongados, la libido y produccion de testosterona son afectadas mucho antes que la
calidad del semen. Los efectos de la desnutricién pueden corregirse en animales
adultos, pero es mas dificil en animales jovenes, por el dafio causado al epitelio
germinal, de los testiculos ( Hafez, E.1993 ); en la investigacion los animales
estuvieron en una edad adulta considerada entre 18-22 meses de edad , pero se
considera la energia una base importante en la produccion espermatica, por tanto los
animales sobre alimentados tuvieron una mayor racion energética propia del
alimento balanceado, misma que se considera influyd sobre la produccién de
androgenos y aptitud sexual, sin embargo en la presente investigacion algunos
sementales alimentados con sal mineral presentaron mejores resultados en algunas
extracciones en comparacion con balanceado, en esto influye la raza y la
adaptabilidad de ésta a las condiciones climaticas. Los toros holstein tuvieron una
fase de adaptacion al lugar del experimento de 8 meses. Los reproductores taurus no
expresan en su totalidad su potencial de crecimiento en condiciones de trépico bajo,

dada su limitada capacidad de adaptacién a dichas condiciones (Carvajal, L. 1990).

La adicion de sal mineralizada en la dieta de los toros cruce sahiwal en la época
lluviosa y seca no influy6 significativamente en los niveles de concentracion
espermatica y porcentaje de espermatozoides vivos (Chacén, J.et al., 2002), por el
contrario en la investigacion realizada; haciendo relacion a la figura 11, La dieta con
sal mineral, presento valores con diferencia significativa en comparacion a la dieta

con balanceado.

En la figura 12, se observa diferencia significativa (P < 0.05) en ejemplares Bos
indicus con respecto, a los Bos taurus; este resultado difiere de lo obtenido por
varios investigadores que destacan la superioridad de la concentracion espermatica
en sementales Bos taurus sobre la de Bos indicus (Chenoweth, P.1981), (Randel,
R.1993) y (Berdugo, J.1994).
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VARIABLES MICROSCOPICAS PROPORCIONADAS POR EQUIPO CASA

Cuadro 18. Cuadrados medios de extracciones para las fuentes de variacion
del experimento obtenidas del Analisis de Varianza considerando la

variable “Motilidad Masal”.

Cuadrados Medios de Extracciones
Fuente de Variacion Grados Libertad 5 3 4 5

Raza 1 1,29™ 2,89™ 1,42™ 0,39™ 0,06™
Nutricion 1 1,01™ 09™ 0,11™ 0,01™ 1,82"
Raza x Nutricién 1 333" 0,62™ 0,13™ 0,09™ 0,77™
Error 12 043 072 032 02 0,36
CcvV 787 1071 647 523 7,09
Total 15

No todas las extracciones presentaron una diferencia significativa para la variable de

“Motilidad Masal”.

Para la fuente de variacion “raza”, no hubo diferencia significativa en ninguna de las

extracciones.

Para la fuente de variacion “nutricion”, hubo diferencia significativa en la quinta

extraccion, como indica la figura 13

Para la interaccion de las fuentes de variacion “raza por nutricion”, se encontrd

diferencia significativa en extraccion 1, como indica la figura 14.
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Figura 13. Diagrama de barras de la variable “motilidad masal” para el factor
nutricion, de las extracciones con diferencia significativa de los

cuadrados medios del analisis de varianza realizado en el experimento.

Como se puede observar en la figura (13) la dieta con sal mineral present6 resultados
estadisticamente diferentes ( p < 0,05 ) que la dieta con alimento balanceado , siendo
este el caso de 78,39% y 66,94 % respectivamente; en la quinta extraccion presentd
diferencias en el experimento, como se puede ver en los cuadros, 5,6 ,7 y 18. En los
mencionados cuadros el promedio y los rangos de “motilidad masal” estan entre 65 -
79 %. (Olivares, R., y Urdaneta, R.1985); (Acufia, C. et al., 2001); (Mellizo, E. y
Gallegos, A. 2006) y (Ruiz, S. et al., 2007) sefialan que una MM (motilidad masal)

arriba del 60% se considera como buena.

El 90% de los sementales presentaron MM por arriba del 60%, considerando los
promedios, esto puede observarse en el cuadro 6, 7, 12, los valores son similares a

los publicados por (Ruiz, S. et al., 2007)

Por otro lado (Jiménez, J. et al., 1996) y (Vejarano, O. et al., 2005) coinciden con
estos resultados al reportar que no encontraron diferencias significativas para MM

entre tipos raciales, asi como lo indica el cuadro 18 en el presente experimento.
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La MM es un estimado subjetivo de la motilidad basandose en el vigor de las ondas
y, su actividad se cuantifica en grados de 0 a 5 o en porcentaje (Mellizo, E. y
Gallegos, A. 2006) y (Ruiz, S. et al., 2007) .A su vez sistemas tecnoldgicos como el
Equipo CASA, nos permiten dar resultados estandarizados retirando la apreciacion
subjetiva y permitiendo evaluar con mayor exactitud variables microscépicas como
el caso de motilidad masal, (Verstegen, J. y Onclin, K. 2002). Afirman que, el
sistema CASA permite la evaluacion objetiva de caracteristicas como: movimiento,
velocidad y morfologia; sin embargo, el principal problema se relaciona con la

estandarizacion y optimizacion de los equipos y procedimientos
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Figura 14. Diagrama de barras de la variable “motilidad masal” para la
interaccion de factores “raza por nutricion”, de las extracciones con
diferencia significativa de los cuadrados medios del analisis de

varianza realizado en el experimento.

El tratamiento para la raza holstein con dieta de alimento balanceado presenté en la
primera extraccion el mayor resultado 86,69 % en la variable de “motilidad masal”,
en comparacion del resto de tratamientos que estuvieron en un rango entre 60 % y 68

%. Como se puede ver en la cuadro 5,6 y 7.

(Galina, C., y Valencia, J. 2006), manifiestan que el semen puede tener una motilidad
espermatica por arriba del 50% luego de ser descongelado, pero si los

espermatozoides presentan lesiones en la membrana plasmatica, en el acrosoma, en
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el nacleo o en otro compartimento celular, puede no ser completamente expresado

inmediatamente después de la descongelacion.

Cuadro 109. Cuadrados medios de extracciones para las fuentes de variacion del
experimento obtenidas del Analisis de Varianza considerando la

variable motilidad progresiva

Cuadrados Medios de Extracciones
2 3 4 5

Fuente de Variacién Grados Libertad

Raza 1 0,89™ 519" 3,43™ 0,02™ 0,01™
Nutricion 1 34" 034™ 026" 0,03™ 2,73"™
Raza x Nutricion 1 556" 2,76™ 0,05™ 0,07™ 0,7™
Error 12 061 1 074 039 061
cVv 10,19 1395 103 7,65 9,84
Total 15

No todas las extracciones presentaron una diferencia significativa para la variable de

“Motilidad progresiva”

Para la fuente de variacion “raza”, hubo diferencia significativa en la segunda

extraccion, como lo indica la figura 15

Para la fuente de variacion “nutricion”, hubo diferencia significativa en la primera

extraccion, como indica la figura 16

Para la interaccion de las fuentes de variacion “raza por nutricion”, se encontro

diferencia significativa en la primera extraccion, como indica la figura 17.
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Figura 15. Diagrama de barras de la variable “motilidad progresiva” para el
factor “raza”, de las extracciones con diferencia significativa de los

cuadrados medios del analisis de varianza realizado en el experimento.

La evaluacién de la motilidad progresiva (MP) en semen fresco es uno de los
parametros méas importantes para la identificacion de eyaculados con capacidad
fecundante en donde se establece que valores < 50 % de MP no son buenos por lo
que no deberia ser utilizado en programas de IA, ni ser destinados a ser crio
preservados (Salisbury, J. et al., 1978) Como se evidencia en la figura (15) la raza
Brahman (60,20 %) presentd un mayor porcentaje de motilidad en relacion a
Holstein (44,57 %), esto puede verse en el cuadro 7, 9 . Sin embargo la media del
experimento estuvo en 71 % considerando a todos los sujetos experimentales. Como
se indica anteriormente, el equipo CASA permite arrojar resultados cuantificables y
estandarizados en la medida de calificacion de las variables de calidad espermatica;
la motilidad progresiva es de vital importancia en programas de crio preservacion, no
se aceptan valores inferiores a 50 %, lo cual concuerda con los resultados del
experimento. A mas de eso se consideran los diluyentes como principal accion para
ello, segun (Salisbury, J. et al., 1978) la valoracion exacta del porcentaje de
espermatozoides con motilidad progresiva después de la congelacion es de gran

importancia ya que es un indicador de la accion crio protectora del diluyente.
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Figura 16. Diagrama de barras de la variable “motilidad progresiva” para el
factor “nutricién”, de las extracciones con diferencia significativa de
los cuadrados medios del analisis de varianza realizado en el

experimento.

Como se evidencia en la figura (16) la dieta con alimento balanceado (66,47 %)
presentdé mejores resultados en cuanto a motilidad progresiva en comparacion de Sal
Mineral ( 52,26 % ), en la primera extraccion , siendo estos resultados
estadisticamente diferentes; no se repitieron en el resto de extracciones , que a su vez
concuerdan en ser de buena calidad porque coinciden en ser superior a 50 % como lo
indica (Salisbury, J. et al., 1978), la dieta con alimento balanceado a més del forraje ,
presuntamente podrian tener mejores resultados en ganancia de peso y desarrollo de
circunferencia escrotal a méas de otras caracteristicas fisioldgicas en las cuales las
sales minerales no actuarian directamente. (Nolan, C. et al., 1990) indica que en
toros Brahman alimentados para ganar peso lentamente ( 32 kg durante 112 dias ), se
observd que la motilidad progresiva se hizo mas lenta en el esperma eyaculado;
retrasé el desarrollo testicular , redujo el tamafio de las células de Leydig, tibulos
seminiferos pequefios y reduccion en la concentracidn de testosterona en el suero de
sangre periférica y en el tejido testicular. Los testiculos de animales afectados
tuvieron pérdida de peso, disminuyeron su produccion de espermas por unidad de

masa parenquimal (Dunn, T., y Mos, E. 1992)
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Figura 17. Diagrama de barras de la variable “motilidad progresiva” para la
interaccion de factores “raza por nutricion”, de las extracciones con
diferencia significativa de los cuadrados medios del anélisis de

varianza realizado en el experimento.

El tratamiento de Holstein con dieta de alimento balanceado, present6 los mayores
resultados en cuanto a motilidad progresiva con un 79,66 %, mientras que para la
raza Brahman con ambos niveles nutricionales, balanceado y sal mineral, presentaron
resultados superiores a 50 %, catalogandolos de buena calidad como se analiz6 en la
figura 17. En el ensayo los toros Holstein con dieta de sal mineral, se obtuvo
resultados de mala calidad e inferior de 47,61 %. La obesidad y la subalimentacion
reducen la libido y la actividad sexual en borregos, cerdos y toros particularmente en
la temporada de verano (Hafez, 1993); esto sucedié en el experimento. Como se
puede observar en el cuadro 4, aqui se caracterizan a los animales y, no registran
obesidad en cuanto a condicion corporal. La ausencia de energia y proteina
probablemente ocasion6 una baja en la motilidad progresiva en animales holstein,
expuestos a dieta con sal mineral, dato que coincide con (Hafez, E. 1993) quien
afirma que la deficiencia de proteina afecta tanto a los machos jovenes como
adultos. Lozano, H. 2009, manifiesta que la deficiencia reproductiva que pueden
adquirir los animales Bos taurus en condiciones climaticas tropicales, es por

cuestiones de adaptabilidad.

Toros jovenes con dieta deficiente en proteina, presentaron baja libido y

caracteristicas del semen. Dietas altas en proteina no son Optimas para una
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produccion de esperma en el borrego, a pesar de la habilidad natural del macho para
mantener la produccion de esperma y secrecion de testosterona dentro de los niveles
bajos de nutricion, los machos jovenes presentan retraso en el desarrollo sexual y

retraso en la aparicion de la pubertad (Hafez, E. 1993)

La “movilidad progresiva” es la prueba de calidad individual del semen mas
importante debido a que la fertilidad est4 altamente correlacionada con el nimero de
espermatozoide moviles y en primer lugar con espermias con movimiento progresivo
, movimiento hacia delante (Bearden, H., y Fuguay, J 1982),(Veznik, H., y Svecova,
J. 1986). El porcentaje de la motilidad de un eyaculado puede variar de 0 a 80%, se
espera que aproximadamente del 60% al 70% de los espermatozoides tengan
movimiento progresivo (Gamcik, P. y Kozumplik, J. 1984), (Lasso, M. y Quintero, J.
1992).

Cuadro 20. Cuadrados medios de extracciones para las fuentes de variacién del
experimento obtenidas del Analisis de Varianza considerando la

variable “velocidad curvilinea”

) Cuadrados Medios de Extracciones
Grados Libertad

Fuente de Variacion 1 2 3 4 5
Raza 1 2,06° 566 017™ 1,86™ 0,03™
Nutricién 1 4417 13247 238™ 0,07™ 1,05™
Raza x Nutricién 1 0,41™ 44" 0,01™ 0,0002™ 0,02
Error 12 0,27 0,71 0,99 0,61 0,59
CV 487 77 871 692 683
Total 15

No todas las extracciones presentaron diferencia significativa para la variable de

“Velocidad curvilinea”

Para la fuente de variacion “raza”, hubo diferencia significativa en la primera y

segunda extraccion, figura 18
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Para la fuente de variacion “nutricion”, hubo diferencia significativa en la primera y

segunda extraccion, figura 19

Para la interaccion de las fuentes de variacion “raza por nutricion”, se encontro

diferencia significativa en la segunda extraccion, figura 20.
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Figura 18. Diagrama de barras de la variable “velocidad curvilinea” para el
factor “raza”, de las extracciones con diferencia significativa de los

cuadrados medios del analisis de varianza realizado en el experimento.

Las velocidades del movimiento de las células espermaticas (VSL, VAP y VCL) son
parametros de motilidad que nos sirven como indicativos de la fertilidad del macho;
(Catena, M. y Cabodevila, J. 1999) , La figura (18) evidencia para el caso de la
primera extraccion, la mayor velocidad curvilinea para la raza Holstein con (120,91
pum/s) y Brahman (105,58 um/s) no se repite en la segunda extraccion en la cual la
raza Brahman presento mejor velocidad 134,65 pum/s y Holstein 107,22 um/s.
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Figura 19. Diagrama de barras de la variable “velocidad curvilinea” para el
factor “nutricién”, de las extracciones con diferencia significativa de
los cuadrados medios del analisis de varianza realizado en el

experimento.

Para la figura (19) evidencia la primera extraccion, mayor velocidad curvilinea para
la dieta con alimento balanceado (124,40 um/s) y Brahman (102,08 um/s) no se
repite en la segunda extraccion, en la cual, la dieta con sal mineral presentd mejor
velocidad (141,46 pm/s) y Holstein (10,42 um/s) lo que concuerda con las
investigaciones de (Quintero, M.y Moreno, J. 2003) quienes detallan que las sub

poblaciones de espermatozoides existentes con diferente velocidad.
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Figura 20. Diagrama de barras de la variable “velocidad curvilinea” para la
interaccion de factores “raza por nutricion”, de las extracciones con
diferencia significativa de los cuadrados medios del analisis de

varianza realizado en el experimento.

Los sementales Brahman con Sal mineral, tuvieron los mayores resultados en cuanto
a velocidad curvilinea 167,45 um/s, superando al resto de tratamientos mismos que
estuvieron en un rango de 100 — 120 um/s, segun lo mencionado por (Vazquez, L. et
al., 1999), los espermatozoides con una elevada VSL tienen mas posibilidades de
contactar con el ovocito, mientras que los que presentan mas VCL que VSL se
asocian con unos bajos niveles de fertilizacion; en la investigacion los valores de

VCL son mayores que los de VSL.
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Cuadro 21. Cuadrados medios de extracciones para las fuentes de variacion
del experimento obtenidas del Analisis de Varianza considerando la

variable “velocidad promedio”.

o ) Cuadrados Medios de Extracciones
Fuente de Variacion Grados Libertad

2 3 4 5
Raza 1 115" 2,16" 0,26™ 0,00042™ 0,05"™
Nutricion 1 2,337 766~ 0,58™ 0,0009™ 0,07"
Raza x nutricion 1 0,24™ 1,23™ 0,0018™ 0,14™ 0,03™
Error 12 0,18 0,36 0,5 0,34 0,28
C.V 549 722 81 6,74 6,27

Total 15

No todas las extracciones presentaron diferencia significativa para la variable de
“velocidad promedio”

Para la fuente de variacion “raza”, hubo diferencia significativa en la primera y

segunda extraccion, figura 21

Para la fuente de “variacion nutricion”, hubo diferencia significativa en la primera y

segunda extraccion, figura 22

Para la interaccion de fuentes de variacion “raza por nutricion”, no hubo diferencia

significativa
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Figura 21. Diagrama de barras de la variable “velocidad promedio” para el
factor “raza”, de las extracciones con diferencia significativa de los

cuadrados medios del analisis de varianza realizado en el experimento.

Las velocidades del movimiento de las células espermaticas (VSL, VAP y VCL) son
parametros de motilidad que nos sirven como indicativos de la fertilidad del macho;
(Catena, M. y Cabodevila, J. 1999), La figura evidencia para el caso de la primera
extraccion, la mayor velocidad promedio para la raza Holstein con (66,06 um/s) y
Brahman (57,47 pm/s) no se repitio en la segunda extraccion en la cual la raza

Brahman presenté mayor velocidad (76,26,65 pum/s) y Holstein (63,60 um/s)
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Diagrama de barras de la variable “velocidad promedio” para el
factor “nutricion”, de las extracciones con diferencia significativa de
los cuadrados medios del analisis de varianza realizado en el

experimento.

La dieta con Sal mineral obtuvo los mayores resultados en cuanto a velocidad

promedio siendo de 81,71 um/s, superando al resto de tratamientos mismos que

estuvieron en un rango de 50— 70 um/s para ambas extracciones.

Cuadro 22.

Cuadrados medios de extracciones para las fuentes de variacion del
experimento obtenidas del Andlisis de Varianza considerando la

variable “velocidad rectilinea”.

Cuadrados Medios de Extracciones

Fuente de Variacion Grados Libertad

2 3 4 5
Raza 1 05™ 4257 03™ 002" 0,0014"™
Nutricion 1 2,04° 7,217 0,22™ 0,0031™ 0,000014 "™
Raza x Nutricién 1 0,44™ 165" 0,08™ 008" 0,0035™
Error 12 0,26 028 055 037 0,24
AV 73 705 923 755 6,6
Total 15

No todas las extracciones presentaron una diferencia significativa para la variable de

“velocidad rectilinea”.

Para la fuente de variacion “raza”, hubo diferencia significativa en la segunda

extraccion, como lo indica la figura 23.

Para la fuente de variacion “nutricién”, hubo diferencia significativa en la primera y

segunda extraccion, como lo indica la figura 24.

Para la interaccion de fuentes de variacidon ‘“raza X nutriciéon”, hubo diferencia

significativa en la segunda extraccion tal cual lo indica la figura 25.
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Figura 23. Diagrama de barras de la variable “velocidad rectilinea” para el factor
“raza”, de las extracciones con diferencia significativa de los

cuadrados medios del analisis de varianza realizado en el experimento.

La raza Brahman presento un mayor resultado (66,13 pum/s), en cuanto a velocidad
rectilinea, en comparacion con Holstein 43,93 um/s, cuadro 9. Esto solo fue en la
segunda extraccién, mientras que el resto de extraccion no manifestd diferencia

estadisticamente significativa para la variable en analisis.
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Figura 24. Diagrama de barras de la variable “velocidad rectilinea” para el factor
“nutricion”, de las extracciones con diferencia significativa de los

cuadrados medios del analisis de varianza realizado en el experimento.

La figura 24 evidencia para el caso de la primera extraccion, la mayor velocidad
rectilinea para la dieta con alimento balanceado de los holstein (53,58 pum/s) vy
Brahman (43,57 um/s) no se repite en la segunda extraccion en la cual la dieta con
sal mineral presentd mejor velocidad en los brahman (68,64 um/s) y Holstein (47,51
pHm/s), habiendo concordancia con las investigaciones de (Quintero, M.y Moreno, J.
2003) en la cual detalla las sub poblaciones de espermatozoides existentes con
diferente velocidad. ElI mejor resultado lo presento la dieta con sal mineral en la

segunda extraccion, cuadro 6,7, 9.
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Figura 25. Diagrama de barras de la variable “velocidad rectilinea” para la
interaccion de factores “raza por nutricion”, de las extracciones con
diferencia significativa de los cuadrados medios del analisis de

varianza realizado en el experimento.

La figura 25 muestra el tratamiento de raza Brahman con dieta de sal mineral,

presento la velocidad rectilinea mas alta ( 82,14 um/s ) en la primera extraccion;
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mientras que el resto de tratamientos se encontraron en el rango de (44 a 55 pm/s );
Segun lo mencionado por (Vézquez, L. et al., 1999) los espermatozoides con una
elevada VSL tienen mas posibilidades de contactar con el ovocito, mientras que los
que presentan mas VCL que VSL se asocian con unos bajos niveles de fertilizacion,

en la investigacion los valores de VCL son mayores que los de VSL.

VARIABLES MICROSCOPICAS OBSERVADAS

Cuadro 23. Cuadrados medios de extracciones para las fuentes de variacion

del experimento obtenidas del Analisis de Varianza considerando la

“variable vitalidad”.

o ) Cuadrados Medios de Extracciones
Fuente de Variacion Grados Libertad

2 3 4 5
Raza 1 02™ 6457 0,73™ 2547 1,077
Nutricion 1 0,71™ 332" 0,0016™ 0,96 0,15™
Raza x Nutricion 1 0,02™ 1,64™ 0,00034™ 0,08™ 0,05™
Error 12 022 039 027 019 011
CVv 591 805 684 484 417

Total 15

No todas las extracciones presentaron una diferencia significativa para la variable de

“vitalidad”.

Para la fuente de variacion “raza”, hubo diferencia significativa en la segunda,

tercera y quinta extraccion, figura 26.

Para la fuente de variacion “nutricion”, hubo diferencia significativa en la primera y

cuarta extraccion, figura 27.

Para la interaccion de fuentes de variacion “raza x nutricion”, no hubo diferencia

significativa.
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Figura 26. Diagrama de barras de la variable “vitalidad™” para el factor “raza”, de
las extracciones con diferencia significativa de los cuadrados medios

del anlisis de varianza realizado en el experimento.

La raza Brahman predominé con mayor vitalidad durante las tres primeras
extracciones que presentaron diferencia significativa siendo su promedio de 70 %, en
a la cuarta extraccion hubo mayor vitalidad siendo esta de 87,25 %. La toros
Holstein se mantuvieron en un intervalo de vitalidad entre el 50 — 73 %, como se
observan los cuadros 6, 7, 9, 11, 12, habiendo relacién con los investigadores Holy,
L. 1975; Bearden, H. y Fuguay, J. 1982 ; Lasso, M., y Quintero, J. 1992 mismos que
indican que la proporcion de células vivas del eyaculado se aprecia de modo
diferente segun los investigadores, pero en general se considera viable el semen que

posea el 70% o méas de formas vivas .



Figura 27.

Diagrama de barras de la variable “vitalidad” para el factor

Espermatozoides Vivos ( %)

80,0 -

[ JEN
e =
o ©o

ul
o
=]

40,0 -
30,0 |
20,0 A

10,0

0,0

—— @

—— >

Nutricion
B Sal Mineral

@ Balanceado

2

Extraccion

77

“nutricion”, de las extracciones con diferencia significativa de los cuadrados medios

del anélisis de varianza realizado en el experimento.

La dieta que estuvo influenciada por “alimento balanceado” present6 los valores méas

altos durante la segunda extraccién, misma que fue de 67,4 % en comparacion con

Sal mineral que presentd un porcentaje de espermatozoides vivos igual a 54,4 %.
Valores de rango aceptable segun (Lasso, M., y Quintero, J. 1992).

Cuadro 24.

Cuadrados medios de extracciones para las fuentes de variacion del

experimento obtenidas del Andlisis de Varianza considerando la

variable “Morfologia-Normalidad”.

Fuente de Variacién Grados Libertad

Cuadrados Medios de Extracciones

2 3 4 5
Raza 1 0,19™ 0,01™ 0,34™ 0,03™ 0,0016™
Nutricién 1 0,26™ 0,25™ 0,01™ 082" 012"
Raza x Nutricion 1 06" 2177 1,87 019™ 051™
Error 12 008 023 012 012 0,12
oAV 325 573 409 384 394
Total 15
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No todas las extracciones presentaron una diferencia significativa para la variable de
“Morfologia — Normalidad”.

Para la fuente de variacion” raza”, no hubo diferencia significativa.

Para la fuente de variacion “nutricion”, hubo diferencia significativa en la cuarta

extraccion, figura 28.

Para la interaccién de fuentes de variacion “raza X nutricion”, hubo diferencia

significativa en la primera, segunda y tercera extraccion, figura 29.
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Figura 28. Diagrama de barras de la variable “morfologia normal” para el factor
“nutricion”, de las extracciones con diferencia significativa de los

cuadrados medios del analisis de varianza realizado en el experimento.

Los eyaculados de los sementales contienen algunos espermatozoides anormales que
no pueden relacionarse con indices de baja fertilidad hasta que el porcentaje de
espermatozoides anormales sobrepase el 25%; y un porcentaje de gota
protoplasmatica superior al 3% (Holy, L. 1975); (Bearden, H. y Fuguay, J.
1982);(Lasso, M., y Quintero, J. 1992) esto no sucedio en el experimento en donde el
grupo de sujetos experimentales sometidos a la dieta con sal mineral, manifestaron

un mayor porcentaje de normalidad morfoldgica durante la cuarta extracciéon, misma
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que fue de 86,62 %, al contrario de la dieta con alimento balanceado que presento
78,5 % . Como se puede observar en la figura 6,7 ,11.

En el bovino, el minimo porcentaje aceptado de espermatozoides normales es 70%
(Saacke, R. et al., 1994), o lo que es igual, no mayor de 30% de atipias totales en
semen que debe ser sometido a crio preservacion, debido a que gran numero de
espermatozoides, luego del proceso de congelacion presentan dafio celular. Misma
situacion ocurrio en el experimento en donde en promedio las muestras seminales
presentaron anormalidades en un 30 % o menos en algunos casos. Por ende cuando
las muestras seminales presentan mayor anormalidad, como el caso de Holstein con
sal mineral en la cuarta extraccion, misma que se puede observar en el cuadro 11.
Cuando la anormalidad de 38 % ya puede generar problemas si la muestra, se
considerada para crio preservacion; resultados similares encontr6 (Stornelli, A., y de
la Sota, R. 2005) cuando los espermatozoides son congelados y descongelados se ven
sometidos a varios ciclos de deshidratacién e hidratacion lo que resulta en cambios
significativos en la morfologia. Ademés de la formacién de cristales a nivel
intracelular que pueden producir alteracion del citoplasma, ocasionando muerte
celular (Countri, A. et al., 2009).
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Figura 29. Diagrama de barras de la variable “morfologia normal” para la

interaccion de factores raza por nutricion, de las extracciones con
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diferencia significativa de los cuadrados medios del analisis de

varianza realizado en el experimento.

La raza Brahman presentd la mayor normalidad espermatica durante las extracciones
1,2 y 3 siendo los tratamientos Brahman con balanceado 80 %, Holstein con
balanceado 79,5 % Brahman con Sal mineral 80,75 % respectivamente los cuales
manifestaron los valores mas altos , cuyo promedio de normalidad morfologica de
75,82 % . Por tanto deja un rango de anormalidad menor igual al 30 %, coincidiendo
con (Holy, L. 1975), las que indican que morfolégicamente las muestras seminales
de los sujetos experimentales presentan resultados de buena calidad. Esto puede
verse en las figuras 6, 7, 8, 9 ,10.En el semen se han identificado dos grupos de
anormalidades: las primarias y las secundarias (Filho, A. 1978), mismas que
estuvieron presentes en los analisis de morfologia del experimento tal cual indica el
anexo 2. . Las anormalidades primarias son alteraciones que sufren los espermas
durante el proceso de espermatogenesis; las anormalidades primarias incluyen:
cabezas dobles, microcefalia, cabezas asimétricas, cabezas ovoides, cabezas
piriformes, cabezas estrechas, cabezas degeneradas, , granulaciones difusas, |,
posicién abacial del cuello, rotura del cuello y punto de unién corto, gota
protoplasmatica, cola en espiral, cola enrollada, cola en forma de cono, rotura de la
cola en la parte principal y colas torcidas, mismas que se observaron en los analisis
morfoldgicos de las muestras seminales , esto puede verse en el anexo 2 , siendo los
porcentajes para cada anormalidad bajos , y estando en el rango permitido de
anormalidades espermaticas para considerar una buena calidad de semen .Las
anormalidades secundarias son alteraciones que sufren los espermatozoides después
de formados y ocurren a través de los tubo seminiferos y testiculos (Sorensen, A.
1979). Por otra parte (Olivares, R. y Urdaneta, R. 1985) mencionan que las
anormalidades no deben ser mayores al 14%. Situacion que no ocurre en el
experimento puesto que las anormalidades estan en un rango menor o igual al 30 %,
esto puede observarse en los adjuntos del anexo 2, pero que a su vez concuerda con
(Ruiz, S. et al., 2007) quien afirma que el semen contiene cierta proporcion de
espermatozoides morfoldgicamente anormales, sin embargo, cuando se pasa del
15% de espermatozoides anormales, esto influye en forma negativa sobre la
fertilidad.
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ANALISIS DE VARIANZA DE TODAS LAS EXTRACCIONES EN EL
EXPERIMENTO

Cuadro 25. Cuadrados medios de variables para las fuentes de variacion del
experimento obtenidas del anélisis de varianza de los resultados de

todas extracciones.

Cuadrados Medios de Variables de todas las extracciones

Fuente Variacion Grados Libertad pH T°C  Volumen(ml) Concentx106/ml  MM(%) MP(%) VCL VAP VSL Vivos% Normalidad
Raza 1 0,000037 1,08* 0,34* 36,61* 0,01 0,23 0,02 006 022 1,66** 0,07
Nutricion 1 0,000027 1,31* 0,02 15,94 0,07 002 08 021 016 0,38 0,0026
Raza x Nutricion 1 0,000011 1,34* 0,02 10,25 0,31 068 03 021 015 0,07 0,39*
Error 12

[oAY 0,26 8,04 7,75 8,83 5,46 7,73 53 519 564 4,16 2,9

Total

15

El cuadro 25 resume los cuadrados medios del Andlisis de varianza, de variables
consideradas en el experimento, en donde se not6 la diferencia significativa en
variables como “temperatura” como se puede ver en la figura 30, 31, 32; “volumen”
figura 33, “concentracion” figura 34, “vitalidad™ figura 35 y “normalidad” figura 37,
todos los valores pueden corroborarse en el cuadro 13. , entre ellas la variable
altamente significativa corresponde a “vitalidad” siendo “Raza” la fuente de
variacion que present6 dicha diferencia , se pudo observar que al analizar las cinco
extracciones realizadas entre si , la “raza” es la fuente de variacién que presenta
mayor cantidad de diferencias significativas en sus diferentes variables en el
experimento , no es el caso de “Nutricion” quien también presento diferencia
significativa en la variable “Temperatura”, ni “Raza por Nutricion” que presento
diferencia significativa en la variable “temperatura” y “Normalidad”, el coeficiente
de variacion mas alto lo presentd la variable “concentracion” . Las variables mas
importantes para determinar la calidad espermatica en una especie animal son
“volume, concentracion, motilidad masal , vitalidad , morfologia”, mismas que nos
permiten estimar un grado éptimo de calidad seminal y evaluar cualitativamente y

cuantitativamente el estado funcional de las células espermaticas a su vez su
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funcionalidad en el sistema reproductivo del toro , tal como mencionan en sus
investigaciones Randel, D. 1993, Berdugo, J. 1994, Jiménez, J. et al ., 1996, y
Vejarano, O. et al., 2005 sin restar importancia al resto de variables , pero siendo
estas , las que nos permiten dar una apreciacion del estado sanitario o condiciones
externas a las que pudo haber estado afectado al reproductor que influyeron sobre
dichas variables , especificamente sobre las variables macroscopicas.

Durante la investigacion, la variable “color”, perteneciente al grupo de variables
macroscopicas, presenta un promedio cualitativo “lechoso”, lo cual nos indica el
buen estado del semen durante la mayoria de las extracciones y sujetos
experimentales, esto se observa en los cuadros 6 y anexo 3, a su vez corroborar con
(Ruiz, D. et al., 2007) quien reporta que el 96% de los toros evaluados en una
investigacion presentd este aspecto, a mas de ello el aspecto del eyaculado depende
de la concentracion de espermatozoides y se mide por el mayor o menor grado de
opacidad que presenta la muestra de semen (Olivares, R., y Urdaneta, R. 1985). Al
respecto, (Gomez, M., y Migliorisi, A. 2007) mencionan que la densidad del semen
varia desde un semen acuoso, lechoso, lechoso-cremoso, hasta un cremoso, como se
puede evidenciar en el cuadro 6, estando directamente relacionada con la
concentracion. (Gomez, M., y Migliorisi, A. 2007) mencionan que los colores
normales son los que van del blanco al amarillento, siendo patol6gicos el color
rosado, amarronado y verdoso, esto ocurrié con un sujeto experimental que presento6
semen de color amarillo amarronado, mismo que estuvo en tratamiento sanitario y

con el cual se repitié extraccion seminal.

Tomando el criterio al momento de analizar una muestra espermatica para su calidad,
y siendo consideradas las variables mas importantes como “volumen, concentracion,
motilidad masal , vitalidad , morfologia” , segun (Berdugo, J. 1994), al comparar
todas las extracciones que se realizaron en el experimento se encontré que no existe
diferencia significativa en la mayoria de las variables que nos proporcionan criterio
para afirmar que una muestra seminal es de mejor calidad que otra , con excepcion
de la variable “Normalidad” , como lo indica la figuras 36, en la que si hay diferencia
significativa a la respuesta de una dieta nutricional en una raza especifica, por tanto

el experimento demostrO que no existe una respuesta en calidad espermatica
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estadisticamente diferente entre los diferentes tratamientos propuestos en el disefio
experimental para toros de raza Bos taurus y Bos indicus, expuestos a factores
nutricionales con alimento balanceado y sal mineral, aparte de su consumo normal de
forraje y agua. Estos resultados coinciden por (Cardozo, J. 2000), quien no encontrd
diferencias estadisticas de la concentracion espermaética entre toros Bos taurus y Bos
indicus, asi como también por (Randel, D. 1993), (Berdugo, J. 1994), (Jiménez, J. et
al., 1996), y (Vejarano, O. et al., 2005) quienes tampoco encontraron diferencias en

estas variables, al examinar toros de diferentes razas taurus e indicus.

Los tratamientos generados de la interaccion de fuentes de variacion “Raza” y
“Nutricién” , fueron quienes permitieron realizar en analisis de la influencia
nutricional en las caracteristicas seminales macro y microscépicas en toros de raza
Bos taurus y Bos indicus , al presentar dichos tratamientos , caracteristicas
significativamente diferentes , se aceptaria la hipotesis en definir si una dieta influye
positivamente sobre una raza bovina; este no es el caso en el experimento;
rechazando la hipdtesis , y encontrando que no existe diferencia significativa en
calidad espermatica en toros de raza Bos taurus y Bos indicus , expuestos a dietas de
alimento balanceado y sal mineral . Obteniendo resultados similares en cuanto a las
caracteristicas seminales macro y microscopicas, considerando animales de similares
caracteristicas genéticas y fisiologicas, a mas de estar adaptados por un tiempo
mayor a 8 meses, a las mismas condiciones ambientales. A su vez, si existio
diferencia al no haber expuesto a dicho grupo de sujetos experimentales a ninguno de
los tratamientos mencionados; probablemente la dieta con alimento balanceado al 14
% proteico, y el aporte de sales minerales, se comporte con el mismo nivel de
influencia positiva a mejorar las caracteristicas seminales del mismo grupo de sujetos
experimentales, sin haber estado expuestos a ninguno de las fuentes de variacion

antes mencionadas. Tal cual se puede observar en las figuras 37 — 46.
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Figura 30. Diagrama de barras de la variable “temperatura” para el factor “raza”,
del andlisis de varianza de todas las extracciones realizadas en el

experimento.

La raza Holstein registré tener mayor temperatura seminal durante el experimento
siendo este valor de 31,9 °C, lo cual difiere con Brahman que mantuvo temperaturas

de 31,6 °C. Mismas que son estadisticamente diferentes para (p < 0,05).
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Figura 31. Diagrama de barras de la variable “temperatura” para el factor
“nutricion”, del analisis de varianza de todas las extracciones

realizadas en el experimento.
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En la dieta nutricional con alimento balanceado se evidencié una mayor temperatura
en las muestras seminales, teniendo como resultado para balanceado (31,9 °C) y Sal
mineral (31, 61 °C) cuadro 13.
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< 305 -
g @ Brah*Balan
g 30 T e 1
fid OHols*Salmi
29,5 1 @ Hols*Balan
29 - /
il %
28

Brah*Salmi Brah*Balan Hols*Salmi Hols*Balan
Promedio de Extracciones

Figura 32, Diagrama de barras de la variable “temperatura” para la interaccion de
factores “raza por nutricion”, del analisis de varianza de todas las

extracciones realizadas en el experimento.

EL Tratamiento Brahman con balanceado evidencié la mayor temperatura en
relacion al resto de tratamientos de 32 °C , siendo la raza Brahman con sal mineral

la que registro menor temperatura de la muestra seminal ( 31,27 °C).
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Figura 33. Diagrama de barras de la variable “volumen” para el factor “raza”,
del andlisis de varianza de todas las extracciones realizadas en el

experimento.

La raza holstein presentd el mayor volumen en las muestras seminales analizadas en
el experimento, teniendo una diferencia significativa 7,56 ml; al contrario de
Brahman que manifiesta un volumen seminal de 6,04 ml , valores que coinciden con
las investigaciones de Lozano, H. 2009 en las que especifica que la raza holstein
presenta mayor volumen seminal , si no estd expuesta a factores medioambientales
que generen estrés oxidativo y por ende afecten a la calidad de la muestra , a mas de
especificar que las razas Bos taurus tienen mayores caracteristicas en cuanto a
calidad espermatica que toros de raza Bos indicus sin estar expuestos a ningln

tratamiento que influya positivamente en dichas variables espermaticas.
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Figura 34. Diagrama de barras de la variable “concentracion” para el factor
“raza”, del analisis de varianza de todas las extracciones realizadas en

el experimento.

La raza Brahman presentd6 mayor concentracion espermatica 807, 32x106
espermatozoides/ml, que la raza Holstein 636,3x106 espermatozoides/ml, como se
puede evidenciar en el cuadro 13, encontrdndose dentro del rango de buena
concentracion espermatica (Krause, L., y Dittmar, A. 1962.) , siendo contradictorio
(Chenoweth, P. 1981), (Randel, D. 1993), (Berdugo, J. 1994), (Jiménez, J. et al.,
1996), y (Vejarano, O. et al.,, 2005) que mencionan la superioridad de la

concentracion espermatica en sementales B. taurus sobre la de B. indicus .
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Figura 35. Diagrama de barras de la variable “vitalidad” para el factor “raza”,

del analisis de varianza de todas las extracciones realizadas en el
experimento

La Raza Brahman presentd mayor porcentaje de células espermaticas vivas que la
raza holstein , teniendo los porcentajes correspondientes a 70,95 % y 60,8
respectivamente, encontrandose dentro del rango 6ptimo segun investigaciones de
(Holy, L. 1975),( Bearden, H., y Fuguay, J. 1982); (Lasso, M. y Quintero, J. 1992)
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Figura 36. Diagrama de barras de la variable “normalidad morfoldgica” para la
interaccion de factores “raza por nutricion”, del analisis de varianza de

todas las extracciones realizadas en el experimento.

Los tratamientos con mayor porcentaje de normalidad espermaética corresponden a
los toros Brahman con sal mineral (79,8 % ) y Holstein con Balanceado ( 77,25 %) ,
mientras que el resto de tratamientos mantuvo un porcentaje de normalidad
morfologica entre 72 y 74 % , siendo esto un rango de buena calidad para muestras

segun estudios de Holy, L. 1975.
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GRAFICOS COMPARATIVOS EN VARIABLES DE CALIDAD
ESPERMATICA ANTES Y DESPUES DE APLICAR LOS TRATAMIENTOS
DURANTE EL EXPERIMENTO
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Figura 37. Diagrama de barras de la comparacién entre resultados del grupo de
sujetos experimentales sometidos a los diferentes tratamientos, antes y
después de su aplicacion, para la variable “concentracion”.

Como se evidencia en la figura 37, cada uno de los sujetos experimentales fue
sometido a diferentes tratamientos , los mismos animales fueron analizados antes de
que se haya aplicado dichos tratamientos experimentales , con la finalidad de hacer
una comparacion , entre la respuesta del animal antes de ser sometido a una fuente de
variacion y luego de haber sido sometido a dicha fuente , obteniendo resultados de
gran diferencia entre haber aplicado los diferentes tratamientos, como se puede
observar en la figura 37, Brahman con sal mineral supera al resto de tratamientos al
ser adicionado dicho factor nutricional , dato contrario al inicio del experimento
cuando obtuvo los valores mas bajos , en comparacion del resto de animales . Es
evidente la evolucion en cuanto a concentracién espermatica que obtuvieron los
animales antes y después de haber sido aplicados los tratamientos correspondientes

tal como se puede evidenciar en la figura 51.
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Figura 38. Diagrama de barras de la comparacion entre resultados del grupo de

sujetos experimentales sometidos a los diferentes tratamientos, antes y

después de su aplicacion, para la variable “pH”.

El cuadro muestra los rangos de pH presentes en el experimento para los diferentes

tratamientos antes y después de haber sido aplicados al grupo de sujetos

experimentales correspondientes al disefio experimental. Se puede observar que se

mantienen los rangos entre 6,8 y 7,2 considerando valores neutros segun los autores

antes descritos y concuerda en el tiempo con el resto de extracciones, como se puede

evidenciar en la figura 48.
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Figura 39. Diagrama de barras de la comparacion entre resultados del grupo de

sujetos experimentales sometidos a los diferentes tratamientos, antes y

después de su aplicacion, para la variable “temperatura”.

Se evidencia menores temperaturas en los sujetos experimentales antes de ser

expuestos a tratamientos, probablemente el estrés y las circunstancias ambientales

como externas generen un aumento en el metabolismo de los animales lo cual genere

una mayor temperatura corporal, que esta dentro del rango, segun los autores antes

descritos. Puede verse en la figura 49.
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Figura 40. Diagrama de barras de la comparacion entre resultados del grupo de
sujetos experimentales sometidos a los diferentes tratamientos, antes y

después de su aplicacion, para la variable “volumen”.

Como puede verse en la figura 40, existe una diferencia al momento de aplicar un
tratamiento al grupo de sementales, considerando la variable volumen, siendo
holstein con sal mineral la que sobresale antes y después de haber sido aplicado el
tratamiento; Brahman con sal mineral presentd los menores resultados antes y
después de haber sido aplicado el tratamiento; esto corrobora con la variable
“concentracion” de Brahman con sal mineral en la que predomina sobre el resto de

tratamientos.



94

90,00 -

75,79
80,00 1 70,69 71,53

68,95

70,00

60,00 -

50,00 | :

(MM%)

40,00 - OSin Tratamiento

i 8 Con Tratamiento
30,00 f::
2000 1}

10,00 - |::

0,00 it e . .
Brah*Salmi Brah*Balan Hols*Salmi
Tratamientos

Hols*Balan

Figura 41. Diagrama de barras de la comparacion entre resultados del grupo de
sujetos experimentales sometidos a los diferentes tratamientos, antes y
después de su aplicacion, para la variable “motilidad masal” (mm).

Como se puede observar, la motilidad masal si hubo diferencio antes y después de
haber sido aplicado los tratamientos a diferente grupo de animales siendo Brahman
con sal mineral quien presentd los mayores promedios, después de haber sido
aplicado el tratamiento y Brahman con balanceado quien presenté los mayores

resultados antes de haber sido aplicado el tratamiento respectivo, figura 52.
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Diagrama de barras de la comparacion entre resultados del grupo de
sujetos experimentales sometidos a los diferentes tratamientos, antes y
después de su aplicacion, para la variable “motilidad progresiva”

(mp).

Se evidencia la diferencia en la variable de “motilidad progresiva” antes y después de

haber sido aplicados los tratamientos para el grupo de sujetos experimentales, esto

puede verse en la figura 52, a su vez es notoria la evolucion de esta variable en el

tiempo. El tratamiento con mayor resultado es Brahman con sal mineral, por el

contrario, el menor incremento lo registra el tratamiento Brahman con balanceado.
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Figura 43. Diagrama de barras de la comparacion entre resultados del grupo de
sujetos experimentales sometidos a los diferentes tratamientos, antes y
después de su aplicacion, para la variable “velocidad curvilinea”
(VCL).

Se evidencia la diferencia en la variable de velocidad curvilinea antes y después de
haber sido aplicados los tratamientos para el grupo de sujetos experimentales, esto
puede verse en la figura 53, a su vez es notoria la evolucion de esta variable en el
tiempo. El tratamiento con mayor resultado es Brahman con sal mineral, por el

contrario el menor incremento lo registra el tratamiento Brahman con balanceado.
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Figura 44. Diagrama de barras de la comparacion entre resultados del grupo de
sujetos experimentales sometidos a los diferentes tratamientos, antes y
después de su aplicacién, para la variable “velocidad promedio”
(VAP).

Se evidencia la diferencia en la variable de “velocidad promedio” antes y después de
haber sido aplicados los tratamientos para el grupo de sujetos experimentales, figura
54, a su vez es notoria la evolucion de esta variable en el tiempo. El tratamiento con
mayor resultado es Brahman con sal mineral; por el contrario el menor incremento lo
registra el mismo tratamiento Brahman con sal mineral, el tratamiento que registra

mayor crecimiento es Holstein con Sal mineral.
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Figura 45. Diagrama de barras de la comparacion entre resultados del grupo de
sujetos experimentales sometidos a los diferentes tratamientos, antes y
después de su aplicacion, para la variable “velocidad rectilinea”
(VSL).

Se evidencia la diferencia en la variable de “velocidad rectilinea” antes y después de
haber sido aplicados los tratamientos para el grupo de sujetos experimentales, esto
puede verse en la figura 56, a su vez es notoria la evolucion de esta variable en el
tiempo. El tratamiento con mayor resultado es Brahman con sal mineral, por el
contrario el menor incremento lo registra el mismo tratamiento Brahman con sal

mineral, el tratamiento que registra mayor crecimiento es Holstein con Sal mineral.
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Figura 46. Diagrama de barras de la comparacion entre resultados del grupo de

sujetos experimentales sometidos a los diferentes tratamientos, antes y

después de su aplicacion, para la “variable vitalidad”.

Se evidencia la diferencia en la “variable vitalidad” antes y después de haber sido

aplicados los tratamientos para el grupo de sujetos experimentales, esto puede verse

en la figura 56, a su vez es notoria la evolucidn de esta variable en el tiempo. El

tratamiento con mayor resultado es Brahman con balanceado, por el contrario una

decrecimiento para dicha variable lo registra holstein con sal mineral y holstein con

balanceado.
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Figura 47. Diagrama de barras de la comparacion entre resultados del grupo de
sujetos experimentales sometidos a los diferentes tratamientos, antes y
después de su aplicacién, para la variable “morfologia”.

Los valores de morfologia se han mantenido antes y después de aplicar los
tratamientos respectivos al grupo de sujetos experimentales, pero es evidente en el
caso de Holstein con Sal mineral, que su porcentaje de normalidad aumento, a
diferencia de Brahman con balaceado que tuvo un decrecimiento para dicha variable.

Esto puede verse en la figura 58.
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Figura 48. Diagrama de lineas correspondiente al comportamiento de la variable
“pH” durante las extracciones realizadas al grupo de sujetos

experimentales
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Figura 49. Diagrama de lineas correspondiente al comportamiento de la variable
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experimentales.
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Figura 50. Diagrama de barras correspondiente al comportamiento de la variable
“volumen” durante las extracciones realizadas al grupo de sujetos
experimentales.
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Figura 51. Diagrama de lineas correspondiente al comportamiento de la variable
“concentracion”, durante las extracciones realizadas al grupo de
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Figura 52. Diagrama de lineas correspondiente al comportamiento de la variable
“motilidad masal”, durante las extracciones realizadas al grupo de

sujetos experimentales.
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CONCLUSIONES

Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas del semen en toros de
raza Bos taurus y Bos indicus , no presentaron diferencias significativas o
suficientes para definir la influencia nutricional sobre la calidad
espermatica del semen bovino en las razas expuestas, se rechaza la
hipotesis existe diferencia en la calidad espermatica y se acepta la
hipdtesis nula porque no existe diferencia en la calidad espermatica
(macro y microscopica) bajo el factor nutricional “sal mineral” vy
“alimento balanceado” entre toros de raza Brahman y Holstein en semen
fresco, en el tropico himedo.

Solo presentaron diferencia significativa las variables “concentracion” y
“vitalidad” en el grupo de microscépicas, para la fuente de variacion
“raza”, los tratamientos propuestos no presentaron diferencia significativa
en las variables de calidad espermatica. .

Existe una alta diferencia al efectuar los tratamientos, sobre los sujetos
experimentales, al analizar sus estados de calidad espermatica antes de ser
sometidos a dichos tratamientos, incrementando el valor de las variables

que definen un 6ptimo contenido seminal que califica al mismo.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar este tipo de experimentos con animales de mejor genotipo y

fenotipo para poder verificar si el efecto es igual 0 aumenta en cuanto se
refiere a calidad espermatica.

- Efectuar varias extracciones previas a la toma de datos para determinar en
qué estado se encuentran los animales y permitir que se vayan adaptando
a los diferentes procesos de extraccion.

- Tanto las extracciones en campo como la recepcion de la muestra en el
laboratorio son procesos muy delicados y que requieren rapidez, sutileza
y eficacia.

- En el futuro se deben realizar estudios bajo régimen alimenticio similar
para crio preservar y observar que efecto tiene este proceso en los

espermas y su calidad.
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