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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la eficiencia de dos diluyentes caseros
Triladyl y EYC y un diluyente comercial Andromed evaluados a diferentes tiempos
de analisis en semen fresco y congelado/descongelado. Se utilizé semen de las razas
Brown swiss y Patua (Bos taurus), colectados con vagina artificial, diluido y
envasado en pajuelas de 0,5 ml, con una concentracién de 30x10°espermatozoides,
las pajuelas fueron congeladas en el Ice Cube con una curva de congelamiento que
duré 7 minutos con 13 segundos. Las pajuelas con contenido seminal fueron
Ilevadas al termo banco de 45 kg a una temperatura de -196 °C durante un tiempo
determinado. Se evalué motilidad total con el sistema CASA, viabilidad espermatica,
morfologia espermética y funcionalidad de membrana (test HOST) pre y post
congelacién. Los datos fueron analizados con pruebas de significacién de Duncan
con el 95% de confiabilidad. En conclusion los tres diluyentes utilizados muestran
diferencias significativas en cuanto al tiempo de andlisis luego de la extraccion y
descongelamiento del semen bovino, obteniendo mejores resultados a la hora cero. El
diluyente Andromed preserva de mejor manera las células espermaticas tanto en

semen fresco como descongelado seguido por EYC y Triladyl.

Palabras Claves:

e DILUYENTES
e SEMEN
e CELULAESPERMATICA
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the efficiency of three dilutants, two
home made (Triladyl and EYC) and one commercial (Andromed). The dilutants were
evaluated in fresh and frozen semen. The evaluated semen strows were from Browns
swiss and Patua bulls collected using an artificial vagina and stored in 0.5 ml straw.
The concentration was 30x106 sperms/cc. The straws were frozen in 7 minutes using
an Ice Cube. The straws were stored in a thermos. There determinated variables
were: motility, viability, morphology and membrane functionality, using the CASA
system. The data were analized using the ANOVA procedure and the means were
separated using the Duncan method at 95% confidence. In conclusion, from the times
the semen was evaluated, the time 0 hours the best, because it was better in all
evaluated parametres. The Andromed dilutant was the one that preserve better the

morphological and physiological characteristics.

Key words:

e DILUTANTS
e SEMEN
e SPERMATIC CELL



23

EVALUACION DE DOS DILUYENTES CASEROS Y UN DILUYENTE
COMERCIAL PARA CRIOPRESERVAR SEMEN BOVINO DE LAS RAZAS
BROWN SWISS Y PATUA (Bos taurus) EN EL TROPICO HUMEDO

l. INTRODUCCION

El proceso de criopreservacion es una técnica que permite la viabilidad del
material bioldgico por tiempo indefinido (Ramos, 1996). La criopreservacion es el
proceso en el cual células o tejidos son congelados a muy bajas temperaturas,
generalmente entre -80 °C y -196 °C (el punto de ebullicion del nitrégeno liquido)
para disminuir las funciones vitales de una célula y poderla mantener en condiciones
de vida suspendida por mucho tiempo. A esas temperaturas, cualquier actividad
bioldgica, incluidas las reacciones bioquimicas que producirian la muerte de una
célula, quedan efectivamente detenidas. Esta tecnologia constituye una alternativa
para el establecimiento de bancos genéticos, los cuales ayudan a mantener la
biodiversidad y asegurar la conservacion fisica de una especie (Cloud et al., 1990;
Medina-Robles et al., 2006). Una de las cuestiones importantes relacionadas con la
eficiencia de las técnicas de criopreservacion es la velocidad de reduccion de la
temperatura durante el congelamiento. El tipo de curva utilizada durante la
congelacion tiene influencia directa en el grado de las lesiones celulares, debido a
procesos de deshidratacion y formacion de cristales de hielo intracelulares (Moore et
al, 2006).

La criopreservacion de semen es una importante biotecnologia reproductiva,
que busca promover la conservacion del germoplasma por tiempo indeterminado.
Esta biotecnologia, cuando se asocia a la inseminacion artificial, representa un
mecanismo eficiente para la promocion y difusion de material genético de excelente
calidad. La criopreservacion de semen proporciona una economia para el productor,
al reducir los costos de alimentacion y transporte de los reproductores, asi como los
riesgos de transmision de enfermedades sexualmente transmisibles (Castelo et al,

2008). Entre los agentes crioconservantes los mas utilizados son el DMSO vy el
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glicerol. Es necesario contar con adecuados diluyentes que nos permitan mediante su
composicion emplearlos de una manera facil y objetiva (Gadea, 2003); el empleo del
diluyente correcto para la criopreservacion de semen bovino permite obtener un
material genético en Optimas condiciones para lograr una fecundacion y con esto
generar una mejora sustancial al sector pecuario, que este crezca y de paso mejorar
genéticamente su hato ganadero. Esto es muy importante ya que la inseminacién
artificial es beneficiosa en la ganaderia, sea para el propésito de carne o leche y un
objetivo que buscO esta investigacion fue conocer y comparar la eficiencia de
diluyentes comercial y de preparacion casera en criopreservacion de semen bovino

con sus respectivos pasos de preparacion.

Segun el INEC, en el 2013 existe un total de 46 171 bovinos nacidos (machos
y hembras) en la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas, lo que se considera
bajo comparado con las otras provincias, teniendo en cuenta el indice de
reproduccion de otras provincias el indice que presenta Santo Domingo es bajo, es
posible que se deba al desconocimiento de biotécnicas reproductivas como la
inseminacioén artificial (1.A.) y transferencia de embriones (T.E.), en donde la
implemenetacion y el éxito esperado de las mismas no han brindado una solucion
sustancial ya que por desconocimiento de estas biotecnologias el material genético
(semen) utilizado en la I.A. ha sido introducido a nuestro pais sin considerar ciertas
condiciones de calidad del material seminal, asi como factores ambientales
relevantes para lograr el éxito esperado tales como: clima y topografia, condiciones
del animal que incluyen manejo, alimentacion, ciclo reproductivo lo que genera
pérdida genética y un retroceso en los avances ya obtenidos con semen de toros

adaptados al medio.

Este bajo indice reproductivo ganadero en la provincia de Santo Domingo de
los Tsachilas, no contribuye al crecimiento del hato ganadero en cantidad y calidad
genética lo que generea que la produccion pecuaria en la zona no se intensifique;
para impedir esa pérdida genética se realizd esta investigacion con el fin evaluar dos

diluyentes caseros y un diluyente comercial con el objetivo de criopreservar semen
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bovino de la raza Brown swiss y Patua (Bos taurus), para identificar que tipo de
diluyente es el indicado para toros que estan adaptados a nuestro medio. Ademas este
proyecto contribuye al conocimiento en el area ya que no existe estudio alguno sobre

la criopreservacion del eyaculado de la raza Patua (Bos taurus) a nivel local.

Para esta investigacion se emplearon dos toros, un ejemplar de la raza Brown swiss
otro de la raza Patua (Bos taurus), de cada toro se obtuvieron 4 eyaculados mediante
la técnica de colecta con vagina artificial, de cada eyaculado una fraccién fue diluida
ya sea con uno de los diluyentes caseros (Triladyl 6 Yema de Huevo Citrato (EYC))
o diluyente comercial (Andromed), y se evaluaron parametros espermaticos tanto en
semen fresco a distintos tiempos (hora 0, 1 y 2), como en semen
congelado/descongelado. Se considera como unidad experimental a la fracciéon de
semen colectada por vagina artificial diluido en uno de los diluyentes empleados en
este estudio, donde se realizé una evaluacién macroscépica (volumen, color, pH, y
presencia de cuerpos extrafios) y microscopica (concentracion, motilidad, viabilidad
y morfologia espermatica), obteniendo los mejores resultados con el diluyente

comercial Andromed.

El diluyente comercial Andromed utilizado para dilucién y criopreservacion
ha dado buenos resultados en esta investigacion, al nutrir y preservar la viabilidad del
espermatozoide bovino. Los diluyentes caseros utilizados en este estudio EYC y
Triladyl, demostraron ser buenos en la preservacion de semen fresco en base a los
parametros evaluados. Investigaciones realizadas muestran buenos resultados en la
utilizacion de diluyentes a base de proteina animal, sin embargo al sustituir la yema
de huevo por la lecitina de soya representan en este estudio una mejora en los
resultados obtenidos en lo que respecta a motilidad y la viabilidad espermatica post
descongelacion, teniendo en cuenta que el costo de los diluyentes que se utilizaron
son similares, no obstante Andromed (diluyente a base de lecitina de soya), posee
una ventaja respecto al Triladyl y EYC por su facil preparacién y procesamiento de
semen (Fukui, Kohno, Togari, Hiwasa, & Okabe, 2008).

La investigacion fue realizada en el Laboratorio de Biotecnologia Animal de
la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE-IASA 1I, en la ciudad de Santo
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Domingo. Los resultados obtenidos en esta investigacion indican que el uso de los
diluyentes Andromed, EYC y Triladyl, permiten mantener la viabilidad espermatica
para su uso en IA, lo que representa una potencial herramienta a usar a nivel
productivo local para mejorar y potenciar el uso de esta biotecnologia reproductiva

en reproductores de buen nivel genético en nuestros hatos ganaderos.

Para esta investigacion se ha planteado los siguientes objetivos:

1.1. OBJETIVO GENERAL:



1.2.

2.1.
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v' Evaluar dos diluyentes caseros (Triladyl y EYC) y un diluyente comercial
(Andromed) para criopreservar semen bovino de la raza Brown swiss y

Patua (Bos taurus) en el tropico humedo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

v Determinar parametros de motilidad del semen pre y post descongelacion
con el fin de evaluar la efectividad de los distintos diluyentes de un
eyaculado de toros de raza Brown swiss y Patua (Bos taurus).

v' Evaluar los diluyentes utilizados en parametros de morfologia,
concentracion, viabilidad y funcionalidad de membrana (test HOST) a

nivel espermatico.

REVISION DE LITERATURA.

METODOS PARA LA COLECCION DE SEMEN.



28

Existen varios métodos de colecciéon de semen bovino, entre los cuales se

mencionan los siguientes:

1). Vagina artificial.

2). Electroeyaculador.

2.1.1. Coleccion de Semen con Vagina Artificial (VA)

El eyaculado obtenido con VA es considerado como una muestra de semen
representativa por parte del toro en el momento de la extraccion, similar a lo que
sucede en la monta natural; donde existe dos aspectos importantes a considerar: el

estimulo del animal y la higiene (Galina et al., 2006).

Para realizar la extraccion del eyaculado con VA antes de la monta hay que
lavar con agua limpia, secar el vientre y la zona prepucial, ademas se debe recortar
los pelos del prepucio con una longitud no mayor de 2 cm, se debe estimular
previamente al toro mediante la monta falsa, que consiste en permitir al semental
montar sobre la vaca/maniqui y desviar el pene sin ofrecerle la vagina. Después de
algunos segundos de intento de busqueda de la vagina, el animal desciende sin haber
eyaculado, a continuacion en un segundo intento de monta se desvia la punta del
pene hacia la entrada de la VA permitiendo que este penetre el dispositivo
previamente preparado simulando la temperatura y presion de una vagina natural con
lo que se permite que el toro se lance hacia delante en un empuje pélvico final que se
acomparia de la eyaculacion. El objetivo de la monta falsa en el bovino es para
mejorar la calidad del semen en cuanto a volumen, concentracion espermaética y
motilidad (Galina et al., 2006).

2.1.2. Colecciéon de Semen por Electroeyaculacion (EE)

El electroeyaculador estimula los nervios pélvicos simpaticos Yy
parasimpaticos del animal impulsando mediante voltaje con el fin de inducir la

ereccion peneana y eyaculacion. Se debe lubricar el cilindro del electroeyaculador
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para introducirlo por el ano en la region rectal ocupando la cavidad pélvica. Los
nervios sacros que causan ereccion y eyaculacion estan localizados en la regién
sacro-pélvica. El estimulo aplicado, que corresponden a impulsos eléctricos de bajo
voltaje debe ser intermitente y, su intensidad aumentada paulatinamente hasta
obtener el eyaculado (Galina et al., 2006).

2.2.  EVALUACION MACROSCOPICA DEL SEMEN FRESCO

La evaluaciébn macroscépica se realiza inmediatamente de haber sido
colectada la muestra, para obtener los valores que van a determinar si la muestra
obtenida es suficiente para ser destinadas a IA en sus distintas modalidades y el
numero de dosis que podemos lograr de esta. Los valores mas importantes que
determinan la produccion de dosis de semen son: el volumen, la motilidad individual

(M), la concentracién espermaética y la morfologia espermatica (Rosenberger, 1981).

2.2.1. Volumen

El volumen es medido en el tubo de coleccion. Los materiales deben ser
esteriles, en especial si la muestra se va a utilizar para refrigeracion, congelacion o
cultivo. Para el volumen existen algunos valores de referencia tanto para el semen
obtenido con VA como para las recolecciones con EE; estos valores han sido
establecidos basandose en experiencias con VA, que el eyaculado de un toro joven
tiene en promedio un volumen mayor de 2 ml, mientras que un toro adulto tiene un
volumen mayor de 4 ml. Las pruebas con EE indican como valores normales de 5a 7
ml o volimenes superiores La medida de volumen se expresa en mililitros (ml).
(Rosenberger, 1981).

2.2.2. Color
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La aparicion de colores u olores no caracteristicos de un eyaculado en buen
estado puede ser debido a alteraciones patoldgicas del aparato genital o a la mezcla
del semen con orina o sangre durante la eyaculacion, por eso es recomendable anotar
el color y el olor del eyaculado inmediatamente realizada la colecta. En el toro el
color del eyaculado depende de su contenido de riboflavina, siendo normalmente
blanguecino, marfil hasta amarillento. La coloracion rojiza del semen proveniente de
un eyaculado indica mezcla con sangre fresca; un color pardo sefiala la presencia de
sangre mas vieja (hemolizada), denominandose ambos tipos como hemospermia. Los
eyaculados con muy pocos espermatozoides tienen una coloracion amarillo-verdoso.
Una coloracién gris de un eyaculado indica contaminacion. El pus en el eyaculado se
reconoce frecuentemente por los fléculos denominandose este piospermia
(Rosenberger, 1981).

2.2.3. pH

El pH normal del semen bovino es cercano a la neutralidad, con valores que
van de 6,7 a 7. La presencia de un aumento del pH, es decir un eyaculado seminal
con tendencia a la alcalinidad, es indicador de alteraciones de tipo inflamatorio de
uno de los érganos genitales, lo que podria corresponder a afecciones patoldgicas en

el animal. (Jeyendran, Van Ven, Pérez, Grabo y Zaneveld, 1984).

2.3. EVALUACION MICROSCOPICA DEL SEMEN FRESCO

La evaluacion microscépica incluye observaciones como concentracion
espermatica, motilidad, viabilidad y morfologia espermaética. Para ello se requiere un,
fotometro, sistema CASA 0 un microscopio con contraste de fase, una platina
termorregulable para mantener el portaobjeto a 37°C, pipetas de vidrio, porta objetos
y cubre objetos (Barth, 1997).
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2.3.1. Motilidad Espermatica evaluada con Computer Assisted
Semen Analysis (CASA).

El sistema CASA permite evaluar la calidad seminal, asistido por
computacion, el cual involucra una cdmara de video conectado a un microscopio de
interfase y a una computadora que toma las imagenes de movimientos espermaticos
(O'Conors, 2000).

Segun O'conors (2000), el equipo conocido como CASA, es un sistema
Optico computarizado que utiliza una luz estreboscépica a una velocidad de 1/1000
de segundo para visualizar el movimiento de los espermatozoides. Una camara de
video recopila en tiempo real 60 imégenes por segundo generando una imagen

digitalizada determinado la velocidad de las células espermaticas.

La motilidad analizada por el sistema CASA es el resultado de una captura de
iméagenes de espermatozoides en movimiento utilizando un microscopio con una
lente de 100 6 200X, estas imagenes se guardan para su posterior andlisis, la
informacidn obtenida es transferida a un procesador matematico que fragmenta la
motilidad espermética en diversos descriptores de la motilidad individual, progresiva
y total que caracterizan la linealidad, la angularidad del movimiento espermatico y el

desplazamiento de la cabeza del espermatozoide (O'Conors, 2000).

Segun Mortimer (1997) los tres parametros de velocidad curvilinea (VCL),
velocidad media (VAP) y velocidad rectilinea (VSL) determinan el movimiento
espermatico, para evaluaciones adicionales se determinaron los parametros de indice
de rectitud (STR), indice de linealidad (LIN) que corresponden al resultado de las

relaciones porcentuales de estas velocidades.

Es importante elegir el diluyente y dilucion correcta, evitando
concentraciones altas que interfieran en la reconstruccion de la trayectoria de las
células espermaticas, lo que puede ocasionar cierta sobre posicion de trayectorias

distintas, de modo que sean interpretados como una sola (Mortimer, 1997). Entre los
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principales factores de los que depende el resultado final de la prueba se han
sefialado: temperatura del semen, volumen analizado, tipo de camara utilizada,
tiempo entre la recogida y el analisis, concentracion espermatica de la muestra,
diluyente utilizado, patologias existentes, tipo de objetivo utilizado, iluminacién del

microscopio y el area de las particulas (\Verstegen et al., 2002).

2.3.2. Viabilidad Espermatica

Segln Muifio et al. (2005) la ruptura de la membrana plasmética esta
claramente asociada con la pérdida de viabilidad celular, pero una membrana
plasmatica intacta no siempre indica que la célula sea viable. Los dafios que pueden
producirse después del proceso de congelacion/descongelacidén son: modificaciones
en su organizacion, permeabilidad y composicion lipidica. Las membranas
espermaticas que pueden verse afectadas por la criopreservacion incluyen la
membrana plasmatica, la membrana externa del acrosoma y las membranas
mitocondriales. Una de las tinciones utilizadas no fluorescentes es eosina nigrosina
que permite diferenciar entre espermatozoides vivos (no tefiidos) y muertos (tefiidos
con un color rojizo por la penetracién de eosina al interior del espermatozoide al

existir pérdida de la integridad de la membrana plasmatica).

2.3.3. Morfologia Espermatica

El espermatozoide tiene la Unica funcién de fertilizar al ovocito (Mc. Donald,
1991). El espermatozoide bovino mide aproximadamente 75 micrones de largo y
tiene una carga haploide de cromosomas (1n cromosoma, Hafez, 1986). Esta célula
espermatica esta estructurada de tres partes principales: cabeza, cuello y cola (Hafez,
1986; Mc. Donald, 1991). La cabeza del espermatozoide contiene el material
geneético necesario para transmitir los caracteres hereditarios y mide 8-10 micrones
de largo, 4-5 micrones de ancho y 0.5 micrones de grosor (Salisbury et al., 1978;
Hafez, 1986; Mc. Donald, 1991). El cuello del espermatozoide es una estructura

corta (0.4-1.5 micrones de largo) ubicada entre la cabeza y la pieza intermedia
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(Salisbury et al., 1978). La cola del espermatozoide esta dividida en tres partes bien
diferenciadas: la pieza media, la pieza principal y la pieza terminal (Mc. Donald,
1991). Con todos sus componentes mide 45-50 micrones de largo (Salisbury et al.,
1978).Toda modificacion de la estructura normal del espermatozoide es considerada
como anormalidad espermética. Las anomalias se han clasificado en primarias y

secundarias (Spitzer, 2000) segun la estructura anatomica en la que se generan.

Para los bovinos es considerado como alteracion espermatica a las atipias o
defectos espermaéticos primarios y secundarios; sin embargo, este sistema ha tenido
diferentes significados e interpretaciones por los evaluadores. Un defecto primario es
el que se origina dentro del testiculo durante la espermatogénesis; mientras que un

defecto secundario es un defecto que se origina dentro del epididimo (Barth, 1997).

Las fallas en la espermatogénesis ocasionadas dentro del testiculo provocan
anomalias espermaticas primarias. Estas anomalias incluyen espermatozoides con
poco desarrollo, espermatozoides dobles y defectos de cabeza, entre ellos:
protuberancia acrosémica, cabeza piriforme, cabeza estrecha o delgada,
espermatozoides microcefalicos, y cabezas libres. La mayoria de los defectos de la
cola del espermatozoide también son considerados anomalias primarias, entre ellas
estan el defecto en la pieza media, presencia de gota citoplasmatica proximal, cola

enrollada, y colas accesorias (Hafez, 1989; Chenoweth, 1997).

Las anomalias espermaticas secundarias se originan dentro del epididimo y
son las siguientes: cabeza ancha, membranas del acrosoma separadas y dobladas,
cabezas normales libres, implantacion abaxial de la cola, gota citoplasmatica distal,
colas con flexiones suaves, enrollamiento en la porcion terminal de la cola
(Chenoweth, 1997; Spitzer, 2000).

Segun Chenoweth (1997) el 70% de los espermatozoides bovinos evaluados
deben ser normales, el nivel de tolerancia maximo para los defectos de cabeza es de
15% - 20%, mientras que el nivel de tolerancia para los defectos de acrosoma y cola
es de 25%.
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2.3.4. Concentracion Esperméatica

La concentracion de espermatozoides se expresa como el ndmero de
espermatozoides por ml. La determinacién de la concentracion espermatica se lleva a
cabo utilizando un fotémetro calibrado para semen bovino, desarrollado para la

medicion de concentracion de células espermaticas (Bearden et al., 1982).

2.4.  CONSERVACION DEL SEMEN BOVINO Y DILUYENTES

El diluyente preserva las caracteristicas funcionales de las células
espermaticas y mantiene el nivel de fertilidad de los espermatozoides, ademas
permite aumentar el volumen del eyaculado hasta obtener las dosis necesarias,
(Gadea, 2003).

Los primeros medios utilizados para diluir el semen fueron principalmente las
soluciones salinas o azucaradas con el fin de aumentar el volumen del semen mas
que siendo utilizadas como conservadoras de él (Salisbury, 1982). Por afios se ha
descubierto, investigado y evaluado muchos medios para la dilucion de semen,
especialmente semen bovino, los cuales antes de la década de 1950 solo permitian
conservar su viabilidad por 1 6 2 y en ocasiones hasta 4 dias a temperaturas de 4°C
aproximadamente en estado liquido o inclusive a temperatura ambiente de 15 a 25°C
(Sorensen, 1984). En la actualidad el medio mas comun de almacenamiento es por
congelacion con nitrogeno liquido, el cual alcanza una temperatura de -196 °C
(Sorensen, 1984).

2.5. TIPOS DE DILUYENTES
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2.5.1. Diluyente de Yema de Huevo Fosfatada

Este medio, contiene lo siguiente di-Sodio hidrogenofosfato dodecahidrato
(Na;HPO,4 12H,0 = 2,0 g), Fosfato de Potasio monobasico (KH,PO, = 0,2 g) y agua
destilada = 100 ml. Luego se afiade yema de huevo con una concentracion del 20% al
50% con un pH final de 6,8 a 7. La dificultad que se tiene con este diluyente a base
de yema de huevo es la formacién de grumos al no permitir una observacion
confiable especialmente con el sistema CASA ya que confunde estos grumos con las

células espermatica (Derivaux, 1982).

2.5.2. Diluyente de Yema de Huevo Citratada

Un medio que contiene citrato sodico asegura de mejor manera la fertilidad y
la viabilidad espermatica que un medio que contiene como base un fosfato, debido a
que el espermatozoide contiene acido citrico. La solucién de este medio citrato
contiene 2,9 g de Na3OgHs072H,0 en 100 ml de agua destilada (medio isot6nico), a
esta solucién se afiade de 20% a 50% de yema de huevo. El citrato a diferencia del
fosfato ejerce una accion dispersante sobre los grumos de grasa de la yema de huevo
(Derivaux, 1982).

2.5.3. Adiciones Empleadas en Diluyentes

2.5.3.1. Glucosa vy fructosa

Para favorecer la viabilidad espermatica es necesario la adicion de cualquier

de estos dos tipos de hexosas: glucosa o fructosa un medio de dilucién manteniendo
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la presion osmética y el balance electrolitico para el medio (diluyente) (Derivaux,
1982).

2.5.3.2. Agentes antimicrobianos

Existe la posibilidad de que el eyaculado contenga algunos patdgenos y de
que otras fuentes que contribuyan a la contaminacién de este. EI nimero de
organismos contaminantes por ml puede variar entre no detectables y varios
millones; algunos de los organismos contaminantes presentes en una muestra de
eyaculado no pueden ser patdgenos, pero compiten con los espermatozoides por
nutrientes y pueden producir sustancias resultantes de un proceso metabolico que
tienen efectos adversos sobre la viabilidad de los espermatozoides. En 1946 se
descubrio el efecto benéfico de afiadir antibi6ticos a los diluyentes de semen dentro
de los mas empleados para contrarrestar efectos adversos estan: Sulfonamidas,

penicilinas, estreptomicinas y polimixinas (Derivaux, 1982).

2.5.4. Concentrados Comerciales para la Elaboracion de

Diluyentes

25.4.1. El universal de IMV

Este concentrado comercial es fabricado en Francia, llamado también
“Concentrado buffer EUROPHOS bovino” contiene acido citrico, carbohidratos,
buffer de iones hidrogenados, un antibiédtico llamado “antibidticos CSS” equivalente
a 60 mg de tilosina, 300 mg de gentamicina y 180/360 mg. de lincospectina; y
glicerol (Manual de Universal de IMV, 1995).

2.5.4.2. Triladyl
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Fabricado por el laboratorio Minitube en Alemania, es un concentrado
comercial basado en Tris (Hidroxi-metil aminometano, un amortiguador sintético),
contiene agua bidestilada, fructosa, acido citrico y glicerol, también lleva en su
formulacién los siguientes antibidticos: tilosina 5 mg, gentamicina 25 mg,
espectinomicina 30 mg y lincomicina 15 mg por cada 100 ml (Manual de Triladyl,
1993).

Para su preparacién se adiciona tres partes de agua bidestilada, una parte de
yema de huevo y una parte del concentrado comercial. Cabe mencionar que este
diluyente a base de proteina animal es el mas empleado para diluir y congelar semen
bovino en la actualidad, pero no para analisis esperméatico en el sistema CASA
debido a los grumos de grasa de la yema de huevo que dificulta la lectura

espermatica (Manual de Triladyl, 1993).

Fabricado en Alemania por laboratorios minitube; este diluyente esta

constituido por una fraccion “A”, una “B” (con glicerol) y una “C” con antibioticos.

(Catalogo Minitube, 2003).

2.5.4.4, Andromed

Diluyente comercial a base de lecitina de soya libre de compuestos de origen
animal, para dilucion y congelacion de semen bovino.Andromed ha logrado tasas de
no retorno hasta de 2,6% mayores que los diluyentes convencionales preparados a
base de yema de huevo (del 67,85% con los preparados a base de yema de huevo

contra un 70,45% con el diluyente sin yema de huevo (Salisbury, 1978).

Las ventajas del diluyente que no contiene yema de huevo es que no tiene

ingredientes de origen animal, no existe riesgo de contaminacion bacteriana, tiene
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altas tasas de concepcion, incrementa tasa de no retorno, contiene una férmula
antibidtica estandarizada y lo mas importante es facil de preparar, ahorra tiempo,
donde solo se debe diluir el contenido de una botella de Andromed (200 ml) en 800
ml de agua pura para preparar un litro de diluyente. Este diluyente permite evaluar
las caracteristicas de los espermatozoides en el microscopio facilmente, ya que no se
observan los grumos de la yema de huevo o las burbujas de la leche. Por lo tanto se

puede implementar un mejor estandar de seleccidn espermatica (Salisbury, 1982).

2.6. EVALUACION MICROSCOPICA DE SEMEN

CONGELADO/DESCONGELADO

Catena y Cabodevila (1999) manifiestan que para evaluar semen resulta
esencial contar con un microscopio de calidad, preferentemente con adaptacién para
contraste de fase, una platina térmica y un bafio Maria. Entre las caracteristicas

microscopicas en la evaluacion seminal postcongelacion podemos sefialar:

2.6.1. Motilidad Individual (M)

El porcentaje de motilidad progresiva y el vigor son determinados
inmediatamente después de descongelado el semen y luego de dos horas de
incubacion. La evaluacion de la MI en semen fresco es importante para la
identificacion de eyaculados que pudieran estar por debajo del 50 %, por lo que
deberian desecharse aquellas muestras. Esto significa que si la motilidad individual
es baja en semen fresco, disminuira en el proceso de congelacion y descongelacion.
La valoracion del porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva después
del proceso de congelacion es de gran importancia ya que una fertilidad optima se
produce cuando el ndmero de espermatozoides moviles en progresion post-
congelacion varia entre 5 a 15 millones por unidad o dosis dependiendo del nivel de
fertilidad del toro (Salisbury, Vandemark y Lodge, 1978).
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2.6.2. Viabilidad Post Descongelacion.

La viabilidad espermatica post descongelacion se determina mediante el
porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva y el vigor espermatico; se

recomienda un examen directo de acrosoma (Catena y Cabodevila, 1999).

2.6.3. Morfologia Espermatica

Los toros que van a utilizarse en inseminacién artificial deben producir semen
gue no contengan excesivo numero de espermatozoides morfoldgicamente
anormales. La vigilancia continua del semen de cada toro con recuentos

morfolégicos mensuales es recomendable (Davies, Hall, Hibbit y Moore, 1975).

2.6.4. Test Hiposmotico (Hyposmotic Swelling Test - HOST)

La integridad y el buen funcionamiento de la membrana plasmaética de los
espermatozoides es fundamental para la fertilizacién, es necesario para los
espermatozoides tener una membrana plasmaética integra ya que les permite
movilizarse por el tracto reproductor femenino. Para poder fertilizar el ovocito el
espermatozoide debe capacitarse, hiperactivarse y experimentar la reaccién
acrosomal, procesos que involucran a la membrana plasmatica. Determinar el
funcionamiento de la membrana plasmatica permite conocer la capacidad fecundante
de los espermatozoides, la prueba consiste en colocar los espermatozoides en una

solucion hipoosmotica (Jeyendran et al., 1984).



MATERIALES Y METODOS:

3.1. UBICACION GEOGRAFICA:

3.1.1. Ubicacion Politica.

40
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Provincia: Santo Domingo de los Tsachilas.
Canton: Santo Domingo.

Parroquia: Luz de América.

Finca: Zoila Luz.

Ubicacion: Km 24 Via Santo Domingo- Quevedo.
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Figura 2. Referencia cartografica para la ubicacién de la investigacion
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3.1.2. Ubicacion Ecolégica:

Clima: Tropico, sub trépico, calido.
Temperatura media anual: 23,6°C.

Precipitacién media anual: 2 980 mml/afio.

Heliofania media anual: 660 horas/luz/afio.
Humedad relativa: 91%.

Pluviosidad: 800 — 1.800 mm anuales.
Altitud: 550 msnm

3.2. MATERIALESY REACTIVOS:

3.2.1. Materiales de Campo

Vagina artificial y protector, tubos de colecta graduados.

3.2.2. Materiales Bioldgicos

Eyaculado de dos toros de raza Brown swiss y Patua (Bos taurus), huevos

frescos de gallina.

3.2.3. Materiales de Laboratorio

Tips, puntas de 0,5 — 100 — 1000 microlitros, erlenmeyer, tubos de ensayo,
vasos de precipitacion 25, 50 y 100 ml, pipetas boeco, cubre y porta objetos,
gradillas, placas para contraste de fase, piseta, camara leja, tubos de llenado-
succion mppl, pajuelas de 0,5 ml, conos recolectores de semen,

microcubetas, mandil, guantes quirdrgicos.
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3.2.4. Equipos de Laboratorio

v' Termdémetro digital, fotdbmetro SpermaCue, platina térmica, autoclave
manual Tuttnauer 2540 MK y automatica Tuttnauer 2540 E, bafio Maria
Fisher scientific B14, esterilizadora Memnert D-91126 y Shuwabac KFRG,
refrigeradora, microscopio de contraste de fase D-22297, fuentes de poder
HT50 y HT007, microscopio triocular Olympus BX41TF, camara fotogréafica
con lente incorporado al microscopio E-330-ADUT-2X, equipo CASA
(Computer Assited Sperm Analysis), impresora de pajuelas, envasadora MPP
UNO, Ice cube 14S , termo banco 45 kg.

3.2.5. Reactivos

v Agua ultra pura, glicerol, citrato de sodio, estreptomicina, penicilina, yema de
huevo, andromed, triladyl, eosina, nigrosina, aceite de cedro, solucion

hipoosmética, HOST formol, nitrégeno liquido, alcohol etilico.

3.3. DISENO:

3.3.1. Disefio Experimental

v Esquema Bifactorial AxB conducido en Disefio Completamente al Azar.

3.3.1.1. Factores a probar

v Factor A: Diluyente casero (Yema de huevo y citrato), diluyente casero
(Triladyl), diluyente comercial (Andromed).
v" Factor B: Semen bovino de la raza Brown swiss (Bos taurus), semen bovino

de la raza Patua (Bos taurus).
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3.3.1.2. Tratamientos a comparar

T1= Diluyente casero 1 (Yema de huevo y citrato) con semen bovino de la
raza Brown swiss.

T2= Diluyente casero 1 (Yema de huevo y citrato) con semen bovino de la
raza Patua.

T3= Diluyente casero 2 (Triladyl) con semen bovino de la raza Brown swiss.
T4= Diluyente casero 2 (Triladyl) con semen bovino de la raza Patua.

T5= Diluyente comercial (Andromed) con semen de la raza Brown swiss.

T6= Diluyente comercial (Andromed) con semen de la raza Patua.

3.3.1.3. Tipo de disefo

Esquema Bifactorial AxB conducido en un DCA.

3.3.1.4. Repeticiones

Cuatro repeticiones (tiempo).

3.3.1.5. Caracteristicas de la unidad experimental

24 unidades experimentales, cada unidad experimental contiene 1 ml de
diluyente (casero o comercial) mas 0,5 ml de semen de toro de raza Brown

swiss y Patua (Bos taurus).

3.3.1.6. Anadlisis estadistico
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Cuadro 1. Analisis estadistico

Fuente de variacion | G.L.
A 2
B 1
AxB 2
Error 15
Total 23

3.4. METODOLOGIA.

3.4.1. Preparacion del Montadero.

Se nivelo la superficie del area de monta con arena para uniformizar el
terreno, se realizo una aspersion con agua sobre la superficie del montadero una hora

antes para evitar que las particulas de polvo se contaminen los eyaculados.

3.4.2. Limpieza y Desinfeccion del Laboratorio

La limpieza y desinfeccion del laboratorio se realizd 24 horas antes del
proceso de evaluacion del semen. Se aspird el piso, se utilizé alcohol al 70% para

limpiar los mesones de madera, los mesones de cerdmica se limpiaron con
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hipoclorito de sodio en dilucién 5:1 y al final se desinfect6 el piso con la solucion

antes mencionada.

3.4.3. Impresion de Pajuelas

Para la identificacion de las pajuelas se utilizd la impresora AHDR, se coloco
120 pajuelas totalmente estériles, se colocé el sello de caucho en la impresora para
distinguir las pajuelas entre donadores y numero de salto, se impregn6 2,0 cm de
pasta de tinta negra en el rodillo distribuidor. Y se procedié a la impresion de las

pajuelas.

Figura 3. Impresora de pajuelas

Figura 4. Secado de pajuelas
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Figura 5. Esterilizacion con rayos UV y almacenamiento de pajuelas usadas en

este estudio

3.4.4. Uso de los Diluyentes.

Para la investigacion se utiliz6 dos diluyentes caseros y un diluyente
comercial (Triladyl, EYC y Andromed respectivamente), la preparacion de los
diluyentes se realizé un dia antes a la extraccion de semen bovino, dejandolos en
refrigeracion a una temperatura de 4°C. El céalculo de la cantidad de diluyente
utilizado, se realiz6 teniendo en cuenta la concentracion espermatica de cada

eyaculado.

3.4.5. Preparacién de los Diluyentes.

3.4.5.1. Diluyente comercial: Andromed

Para la preparacion del diluyente comercial se vertié agua destilada en el
bafio Maria, luego se encendi6 y se gradio a 35°C, se coloc6 un erlenmeyer con 40
ml de agua ultra pura, en una probeta se vertio 10 ml de diluyente Andromed y se

colocé los dos envases al mismo tiempo en el bafio Maria.

Después de 20 minutos se agrego el diluyente al agua ultra pura (relacion 4:1)

y se dejo en bafio Maria durante cinco minutos para luego retirar y agitar durante
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diez minutos, hasta que alcance una temperatura ambiente y se coloco la dilucion en

refrigeracion un dia antes de su uso.

3.4.5.2. Diluyente casero 1: Triladyl

Se vertio agua destilada en el bafio Maria y se gradué a 35°C, continuando
con el proceso se vertio 37,5 ml de agua ultra pura en un erlenmeyer 12,5 ml de
yema de huevo fresco, a ésta solucion se agregd 12,5 ml de diluyente Triladyl
(relacion 3:1), se mezclé y se colocd en bafio Maria por 10 minutos a una
temperatura de 35 °C, se homogenizd con el agitador magnético durante 10 minutos
hasta que tenga la temperatura del ambiente y finalmente se colocé la dilucién en

refrigeracion un dia antes de su uso.

3.4.5.3. Diluyente casero 2: EYC

Se coloco en un erlenmeyer 40 ml de solucion de citrato de sodio al 2,9%,
luego se agrego6 al erlenmeyer 10 ml de yema de huevo fresco, se homogenizo la
dilucion utilizando el agitador magnético durante cinco minutos, se agregd 500
unidades de penicilina/ml y 1 mg de estreptomicina/ml, se homogeniz6 con el
agitador magnético durante 10 minutos. De la solucion de 50 ml de diluyente se
separ6 en dos fracciones de 25 ml cada una, en la primera fraccién de 25 ml de
diluyente se retir6 1,5 ml de diluyente y se reemplaz6 por 1,5 ml de glicerol, para
evaluar semen fresco; en la segunda fraccion de 25 ml de diluyente se retiro 5,5 ml
de diluyente y se reemplaz6 por 55 ml de glicerol, para evaluar semen

congelado/descongelado.
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Figura 6. Preparacion de diluyentes

3.4.6. Armado de la VVagina Artificial.

Se limpid los cobertores con alcohol al 70%, se esteriliz6 las vaginas
artificiales en agua hervida para luego ser colocadas en la estufa a una temperatura
de 36°C, se procedi6 a armar la vagina introduciendo en el tubo de latex la camisa de
extremo a extremo, en el extremo cercano a la valvula se sellé con una liga, se lleno
la vagina artificial con agua temperada a 40 °C, se coloc6 en el extremo opuesto el
cono de recoleccion y el tubo de recoleccion y finalmente se adiciond la proteccion

térmica.

Figura 7. Vagina artificial para extraccion seminal

3.4.7. Preparacion del Laboratorio.

Una vez limpio y desinfectado el laboratorio se lleno el bafio Maria con agua
destilada y se gradud a una temperatura de 29°C en el que se colocaron las gradillas
con tubos de ensayo tapados y estériles, se encendid la platina térmica a 37°C, y se
ubicaron porta objetos y cubre objetos, se encendid el microscopio de contraste de

fase y la platina térmica del equipo CASA a 37°C.

3.4.8. Recoleccion de Semen Bovino.
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Antes de iniciar con la colecta de semen se cepill0 y se bafi6 a los sementales
con el fin de que estuvieran libres de contaminantes. Para la colecta del semen se
utilizé una vaca maniqui, previamente entrenada. A la vaca en mencion se la bafio
previo a su utilizacion con la finalidad de evitar que las particulas de polvo
contaminen el semen extraido. Igual procedimiento se realizé con los toros, poniendo
mucho énfasis en el area prepucial, a la cual se cortod los pelos de esta zona para
evitar la contaminacion. Se prepard el equipo de recoleccion de semen, todo el
material del laboratorio que se utilizé en la colecta estuvo esterilizado, de ahi que
tanto el material de vidrio como de latex se los mantuvo en estufa a 36°C

temperatura.

Se realizé una o dos montas falsas al semental, con el fin de mejorar la
concentracion y motilidad espermatica. En la siguiente monta el operador desvio el
pene con la vaina prepucial en direccion a la vagina artificial evitando la penetracién
en la vaca maniqui; la muestra obtenida (semen) se la evalué para determinar el

color, la presencia de cuerpos extrafios y el volumen del eyaculado.

Es necesario proteger al tubo de colecta graduado para evitar la ruptura del
mismo y el dafio espermatico que ocasiona la radiacion solar o la temperatura del
ambiente. Las muestras fueron trasladadas al laboratorio, en donde se coloc6 en

gradillas, dentro del bafio Maria cuya temperatura fue de 29°C.

Figura 8. Monta y recoleccion de semen
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3.4.9. Evaluacion de Semen Fresco.

El analisis del semen fresco se evalu6 de manera macro y microscopica,

deacuerdo al siguiente detalle:

3.4.9.1. Evaluacién macroscépica de semen fresco.

Volumen.- se midié el volumen en tubos de ensayo graduados, luego de la
colecta seminal.

Color.- se determiné subjetivamente el color de las muestra habiendo sido
lechoso, cremoso, amarillento, dependiendo de las circuntancias.

Olor.- se evalud el olor de la muestra de semen caracteristico, si es de un olor
desagradable la muestra puede contener bacterias u otro contaminante (desechar).

Cuerpos extrafios.- se determind la presencia de cuerpos extrafios mediante
la observacién visual de la muestra.

pH.- se determind su alcalinidad o salinidad mediante el pH portétil.

3.4.9.2. Evaluacidon microscopica del semen fresco

3.49.2.1. Evaluacion de la concentracion
espermatica

Con una pipeta se tomé 14 pl del eyaculado se llend la microcubeta del
fotémetro y se realiz6 la lectura de la concentracion espermatica expresada en 10°

espermatozoides.



52

3.4.9.2.2. Evaluacion de la motilidad con el
equipo CASA (Computer Assited

Sperm Analysis)

Se lleno la cdmara leja con muestra seminal 1/100, la muestra fue leida con el
equipo CASA para su respectivo analisis, se registro y se guardé la informacion en el

equipo para lecturas y andlisis posteriores.

3.4.9.3.3. Evaluacién de la viabilidad

Se tomd 14 pl de la muestra y se agreg6 7 ul de eosina y 10 pl de nigrosina,
se homogenizo, luego se realiz6 un frotis, se dejo secar al ambiente por 5 minutos, se
observo con lente de inmersion. Se contaron 100 espermatozoides para obtener el
porcentaje de viabilidad, siendo considerados los espermatozoides vivos aquellos que

tienen una coloracién transparente y los muertos una coloracion parpura.

3.4.9.3.4. Evaluacién de morfologia

Se tom0 14 pl de la muestra y se agregé 7 ul de eosina y 10 pl de nigrosina, se
homogenizo y se realizo un frotis, luego se dej6 secar al ambiente por 5 minutos, se
observo con el lente de inmersion. Se contaron 100 espermatozoides y se obtuvo el
porcentaje de espermatozoides normales y anormales; entre estos se evaluaron,
macrocefalos, microcéfalos, cabeza piriforme, cabezas sueltas, cola mufion, cola
suelta, cola doblada, cola doble, cola enrrollada, gota citoplasmatica proximal y
distal.

3.4.9.3.5. Evaluacion del test HOST
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Se colocd en un tubo de ensayo 1 ml de solucion hipoosmoética a 37°C y 25 pl
de semen y se agreg6 200 pl de solucion HOST formol, se tomd 12 pl de la muestra
y se observo con un lente de 40X. Se contd 100 espermatozoides, se considerd

positivos aquellos que muestran una torsién helicoidal de la cola.

3.4.10. Protocolo de Congelacién Seminal

3.4.10.1. Protocolo para congelamiento de semen.

Se imprimio las pajuelas vacias con la siguiente identificacion: nombre del

ejemplar, nombre del laboratorio, registro del animal y fecha de impresion.

Con el célculo de concentracion se determind la cantidad de diluyente a
agregar (Yema de huevo y citrato, Triladyl o Andromed), utilizando la siguiente
formula:

Concentracion del eyaculado * volumen
30°000. 000

Total /2= cantidad de diluyente que se afiade.

Se homogenizo la muestra, luego se realiz6 el llenado de las pajuelas para ser
colocadas en refrigeracion a una temperatura de 4°C durante 120 minutos y luego
fueron llevadas al Ice Cube.

La curva de congelacion que se utilizo para el Ice Cube fue la estandar, con
los siguientes tiempos.

v 2 minutos con 48 segundos de 4°C a -10°C.
v 2 minutos con 25 segundos de -10°C a -100°C.
v 2 minutos de -100°C a -140°C.

Las pajuelas con contenido seminal fueron llevadas al Termo banco de 45 kg

a una temperatura de -196°C durante un tiempo determinado.
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3.4.11. Descongelamiento de la Pajuela

Se graduo6 el bafio Maria a 37°C, se colocd tubos de ensayo tapados y
estériles, se encendio la platina térmica, se depositd las placas cubre y porta objetos
sobre la misma, se tomd una pajuela del semen criopreservado y se colocé en el bafio
Maria a 37°C durante cuarenta segundos, se retir6 y se cortd un extremo de la pajuela
que contiene el semen criopreservado, se vacio el contenido de la pajuela en el tubo

de ensayo y se dejo en bafio Maria por 5 minutos aproximadamente.

3.4.12. Evaluacién Microscopica de Semen Congelado

3.4.12.1. Evaluacién de la motilidad con el equipo
CASA (Computer Assited Sperm Analysis)

Se lleno la cdmara leja con muestra seminal diluida 1/100, la muestra fue
leida con el equipo CASA para su respectivo analisis, se registrd y se guardo la

informacidn en el equipo para lecturas posteriores.

3.4.12.2. Evaluacién de la viabilidad

Se tomo 14 pl de la muestra y se agreg6 7 pl de eosina y 10 pl de nigrosina,
se homogenizd, luego se realiz6 un frotis, se dejo secar al ambiente por 5 minutos y
se observo con lente de inmersidn. Se contaron 100 espermatozoides, para obtener el
porcentaje de viabilidad, los espermatozoides vivos tienen una coloracion

transparente y los muertos una coloracion parpura.
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3.4.12.3. Evaluacién de morfologia

Se tomd 14 pl de la muestra y se agregd 7 pl de eosina y 10 ul de nigrosina, se
homogenizo y se realizo un frotis, luego se dejo secar al ambiente por 5 minutos y se
observo con el lente de inmersion. Se contd 100 espermatozoides, se obtuvo el
porcentaje de espermatozoides normales y anormales entre estos se evalud,
macrocéfalos, microcéfalos, cabeza piriforme, cabezas sueltas, cola mufién, cola
suelta, cola doblada, cola doble, cola enrrollada, gota citoplasmatica proximal y
distal.

3.4.12.5. Evaluacion del test HOST

Se coloco en un tubo de ensayo 1 ml de solucion hipoosmotica a 37°C y 25 ul
de semen y se agregd 200 pl de solucion HOST formol, se tomd 12 pl de la muestra
y se observo con un lente de 40X. Se cont6 100 espermatozoides, se considerd

positivos aquellos que muestran una torsién helicoidal de la cola.
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IV. RESULTADOS.

4.1. EVALUACION MACROSCOPICA PRE CONGELACION.

4.1.1. Volumen Seminal.

No se observo diferencia de volumen de eyaculados entre los toros donadores,
el promedio de volumen del eyaculado para Teuton (Brown swiss) fue de 4,25 ml y
para Manuelito (Patua) fue de 3,75 ml (Anexo 4).

4.1.2. Color Seminal.

El color del eyaculado seminal tanto para Brown swiss como Patua fue
lechoso-cremoso (Anexo 4).

4.1.3. Olor.

El olor del eyaculado de los animales muestreados es el caracteristico de un
semen de un toro en buen estado de salud (Anexo 4).
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4.1.4. Cuerpos Extrarios.

Mediante observacién se determiné que no existe presencia de cuerpos

extrafos en los eyaculados de los toros.

4.15. pH.

No existe diferencia en el pH de los eyaculados de los toros, tampoco hubo
diferencia del pH en los eyaculados de las distintas repeticiones. La media de pH fue
de 7 (Anexo 4).

4.1.6. Concentracion Espermatica

La concentracion espermatica promedio para Teuton (Brown swiss) fue de
750 x 10°y la concentracion espermatica promedio para Manuelito (Patua) fue de

761,5 x 10° espermatozoides por mililitro (Anexo 4).

4.2. EVALUACION MICROSCOPICA PRE CONGELACION Y POST

DESCONGELACION.

4.2.1. Motilidad Total.

En la figura 9a se presentan los resultados obtenidos de la influencia del
tiempo en el porcentaje de motilidad total de espermatozoides de semen fresco y
congelado/descongelado.
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En la figura 9b se presentan los resultados obtenidos de la influencia de los
diluyentes en el porcentaje de motilidad total de espermatozoides de semen fresco y

congelado/descongelado.

9a 9b

Figura 9. Influencia del tiempo e influencia de los diluyentes en el porcentaje de
motilidad total de espermatozoides de semen fresco y
congelado/descongelado

% P misma letra indica que no hay diferencia estadistica, letras distintas existe

diferencia estadistica (p< 0,005); " indica que hay diferencia estadistica entre

variables dentro de un mismo diluyente.

El resultado de la figura 9a informa que mientras avanza el tiempo en el
semen fresco y congelado/descongelado la motilidad tiende a descender, no
existiendo diferencia entre los tiempos evaluados para las muestras, teniendo como
resultado promedio para la hora cero 58%, a la hora uno 55% y dos horas 50% de

motilidad total.
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En la figura 9b se muestra que en semen fresco no existe diferencia
significativa en el porcentaje de motilidad de los espermatozoides entre los distintos
diluyentes, teniendo como resultado promedio en semen fresco una motilidad para
Andromed 89%, EYC 90%, Triladyl 88% respectivamente. Existe diferencia en el
porcentaje  de motilidad de los espermatozoides de las muestras
congelada/descongelada, observandose diferencia significativa entre los tres
diluyentes evaluados, obteniendo un mayor porcentaje de motilidad en Andromed
(33%), seguido por Triladyl (19 %) y EYC (11%) respectivamente. El coeficiente de

variacion es de 15,98 (Anexo 5).

4.2.2. Motilidad Progresiva

En la figura 10a se presentan los resultados obtenidos de la influencia del
tiempo en el porcentaje de motilidad progresiva de espermatozoides de semen fresco

y congelado/descongelado.

En la figura 10b se presentan los resultados obtenidos de la influencia de los
diluyentes en el porcentaje de motilidad progresiva de espermatozoides de semen
fresco y congelado/descongelado.

10a 10b

*a

Figura 10. Influencia del tiempo e influencia de los diluyentes en el porcentaje de
motilidad progresiva de espermatozoides de semen fresco y

congelado/descongelado
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% P misma letra indica que no hay diferencia estadistica, letras distintas existe

diferencia estadistica (p< 0,005); " indica que hay diferencia estadistica entre

variables dentro de un mismo diluyente.

El resultado de la figura 10a muestra que el porcentaje de motilidad
progresiva no es diferente entre los tiempos evaluados, obteniendo un porcentaje a la
hora cero 50%, a la hora uno 47% y a dos horas 39% de motilidad progresiva
espermatica en cuanto al tiempo de espera luego de haber extraido o descongelada la

muestra.

La figura 10b muestra que en general la motilidad progresiva es mayor en
semen fresco que en semen descongelado para los tres diluyentes evaluados. En
semen fresco no existe diferencia en el porcentaje de motilidad progresiva entre los
diluyentes evaluados, los valores obtenidos del porcentaje de motilidad progresiva
para Andromed fue de 82%, EYC 80%, Triladyl 78% respectivamente. En semen
congelado/descongelado existe diferencia en motilidad progresiva entre Andromed y
EYC, también entre Andromed y Triladyl, pero no existe diferencia entre EYC y
Triladyl, hay mayor porcentaje de motilidad progresiva en semen descongelado en
Andromed 25%, seguido por Triladyl 10%, y finalmente EYC 5%. . El coeficiente de

variacion es de 18,75 (Anexo 6).

4.2.3. Motilidad Local

En la figura 11a se presentan los resultados obtenidos de la influencia del
tiempo en el porcentaje de motilidad local de espermatozoides de semen fresco y

congelado/descongelado.

En la figura 11b se presentan los resultados obtenidos de la influencia de los
diluyentes en el porcentaje de motilidad local de espermatozoides de semen fresco y

congelado/descongelado.
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11a 11b
*b

122 - g

Figura 11. Influencia del tiempo e influencia de los diluyentes en el porcentaje de
motilidad local de espermatozoides de semen fresco y
congelado/descongelado

% P misma letra indica que no hay diferencia estadistica, letras distintas existe

diferencia estadistica (p< 0,005); " indica que hay diferencia estadistica entre

variables dentro de un mismo diluyente.

El la figura 11la se observa que mientras avanza el tiempo de espera en
evaluacion de semen fresco y descongelado la motilidad local porcentual aumenta,
no existe diferencia entre cero y una hora después de extraer o descongelar la
muestra, pero si existe diferencia entre cero y dos horas y también existe diferencia
entre una y dos horas luego de haber sido extraida o descongelada la muestra,
teniendo como resultado a la hora cero 8% a la hora uno 7,9% y dos horas 9,8% de

porcentaje de motilidad local.

En la figura 11b se muestra que en semen fresco no existe diferencia en el
porcentaje de motilidad local de los espermatozoides entre EYC y Tridalyl, no asi
con Andromed que presenta una menor motilidad al ser comparados con los otros
diluyentes usados, los resultados son los siguientes para Andromed 6%, EYC 10%,
Triladyl 12%. Si existe diferencia en la motilidad de los espermatozoides de una
muestra congelada/descongelada, siendo iguales para Andromed y Triladyl siendo

ambos superiores respecto a EYC; hay mayor porcentaje de motilidad local en
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Triladyl, seguido por Andromed y finalmente EYC, los porcentajes en semen
congelado/descongelado son para Triladyl 9,7%, Andromed 8,7% y EYC 6%. El

coeficiente de variacion es de 42,17 (Anexo 7).

4.2.4. Velocidad Curvilinea de Espermatozoide (VCL)

En la figura 12a se presentan los resultados obtenidos de la influencia del
tiempo en la velocidad curvilinea de espermatozoides de semen fresco y

congelado/descongelado.

En la figura 12b se presentan los resultados obtenidos de la influencia de los
diluyentes en la velocidad curvilinea de espermatozoides entre semen fresco y

congelado/descongelado.

12a 12b

Figura 12. Influencia del tiempo e influencia de los diluyentes en la velocidad
curvilinea (VCL) de espermatozoides de semen fresco y

congelado/descongelado

% 5 misma letra indica que no hay diferencia estadistica, letras distintas existe

diferencia estadistica (p< 0,005); " indica que hay diferencia estadistica entre

variables dentro de un mismo diluyente.
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En la figura 12a se observa que la velocidad curvilinea de los
espermatozoides presenta diferencia entre cero, dos horas, y no hay diferencia entre
cero y una hora y no hay diferencia entre uno y dos horas, la velocidad curvilinea es

a la hora cero 92 um/s, a la hora uno 89 pum/s y dos horas 79 pm/s.

La figura 12b muestra que el semen fresco presenta mayor VCL que semen
descongelado no importando el diluyente utilizado; en semen fresco no existe
diferencia significativa alguna en la velocidad curvilinea del espermatozoide para
Andromed y EYC, no obstante ambos diluyentes son significativamente diferentes
respecto a Triladyl, los resultados son para Andromed 123 um/s, EYC 118 um/s y
Triladyl 103 pm/s. Para semen congelado/descongelado hay mayor velocidad
curvilinea del espermatozoide con el diluyente Andromed (73 pum/s), seguido de
Triladyl (55 pum/s) y EYC (50 pm/s), no existe diferencia entre Triladyl y EYC, pero
si hay diferencia entre Andromed y Triladyl, también hay diferencia entre Andromed

y EYC. El coeficiente de variacion es de 13,43 (Anexo 8).

4.25. Velocidad Media de Espermatozoides (VAP)

En la figura 13a se presentan los resultados obtenidos de la influencia del
tiempo en la velocidad media (VAP) de espermatozoides de semen fresco y

congelado/descongelado.

En la figura 13b se presentan los resultados obtenidos de la influencia de los
diluyentes en la velocidad media (VAP) de espermatozoides de semen fresco y

congelado/descongelado.
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Figura 13. Influencia del tiempo e influencia de los diluyentes en la velocidad
media (VAP) de los espermatozoides de semen fresco y
congelado/descongelado

% P misma letra indica que no hay diferencia estadistica, letras distintas existe

diferencia estadistica (p< 0,005); " indica que hay diferencia estadistica entre

variables dentro de un mismo diluyente.

La figura 13a indica que en la velocidad media de los espermatozoides no
existe diferencia en la velocidad entre cero y una hora, existe diferencia entre cero y
dos horas y diferencia entre una y dos horas, existe mayor VAP a las cero horas
luego de haber extraido o descongelado la muestra, la velocidad media es a la hora

cero 54 pum/s, a la hora uno 52 um/s y dos horas 49 pum/s.

Los resultados de la figura 13b muestra que existe diferencia significativa a
favor de semen fresco que para semen descongelado; para semen fresco no existe
diferencia alguna para VAP entre Andromed y EYC, siendo ambos superiores y
estadisticamente significatvos respecto de Triladyl, siendo los valores obtenidos para
Andromed 67 um/s, EYC 66 pum/s y Triladyl 58 pum/s. Para semen
congelado/descongelado existe diferencia entre los diluyentes utilizados en este

estudio, de los valores obtenidos existe mayor velocidad curvilinea del
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espermatozoide con el diluyente Andromed 48 pm/s, seguido de Triladyl 40 um/s y
EYC 38 um/s. El coeficiente de variacion es de 14,07 (Anexo 9).

4.2.6. Velocidad Rectilinea de Espermatozoides (VSL)

En la figura 14a se presentan los resultados obtenidos de la influencia del
tiempo en la velocidad rectilinea (VSL) de espermatozoides de semen fresco y

congelado/descongelado.

En la figura 14b se presentan los resultados obtenidos de la influencia de los
diluyentes en la velocidad rectilinea de espermatozoides de semen fresco y

congelado/descongelado.

143 14b

*b

Figura 14. Influencia del tiempo e influencia de los diluyentes en la velocidad
rectilinea (VSL) de los espermatozoides de semen fresco y

congelado/descongelado

% 5 misma letra indica que no hay diferencia estadistica, letras distintas existe

diferencia estadistica (p< 0,005); " indica que hay diferencia estadistica entre

variables dentro de un mismo diluyente.

El resultado de la figura 14a informa que existe diferencia entre la hora cero y

dos horas, no hay diferencia entre cero y una hora, tampoco entre una hora y dos
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horas luego de haber sido extraido o congelado/descongelado la muestra, los
resultados son: a la hora cero 39 um/s, a la hora uno 38 pum/s y dos horas 36 um/s

respectivamente.

La figura 14b indica que hay diferencia significativa entre semen fresco vs
descongelado para los tres diluyentes evaluados; para semen fresco si bien no existe
diferencia entre Andromed y EYC, ambos son diferentes respecto a Triladyl, los
resultados son para Andromed 45 pum/s, EYC 46 pm/s, y Triladyl 39 pm/s. Para
semen congelado/descongelado no existe diferencia entre los diluyentes utilizados,
teniendo como resultado Andromed 34 um/s, EYC 31 um/s y Triladyl 31 pum/s. El

coeficiente de variacion es de 13,25 (Anexo 10).

4.2.7. Indice de Linealidad de Espermatozoides (LIN)

En la figura 15 se presentan los resultados obtenidos de la influencia de los
diluyentes en el indice de linealidad de los espermatozoides de semen fresco y

congelado/descongelado.

07

B descongelado -
O fresco P —

LIN

00

andromed EYC tniadyl

Diluyente

Figura 15. Influencia de los diluyentes en el indice de linealidad (LIN) de los

espermatozoides de semen fresco y congelado/descongelado



67

% P misma letra indica que no hay diferencia estadistica, letras distintas existe

diferencia estadistica (p< 0,005); " indica que hay diferencia estadistica entre

variables dentro de un mismo diluyente.

En la figura 15 se observa que existe diferencia en lo que respecta a LIN a favor de
semen descongelado que para semen fresco; en semen fresco no existe diferencia
entre diluyentes, el indice de linealidad en Andromed es: 0,37; EYC 0,38, y Triladyl
0,37. En semen congelado/descongelado no existe diferencia entre EYC y Triladyl,
siendo ambos superiores y diferentes de lo obtenido para Andromed; el indice de
linealidad es mayor con EYC 0,63 seguido por Triladyl 0,59 y finalmente Andromed
0,49. El coeficiente de variacion es de 21,55 (Anexo 11).

4.2.8. Indice de Rectitud de Espermatozoides (STR)

En la figura 16a se presentan los resultados obtenidos de la influencia de los
diluyentes en el indice de rectitud de los espermatozoides de semen fresco y

congelado/descongelado.

En la figura 16b se presentan los resultados obtenidos de la influencia del
tiempo en el indice de rectitud de los espermatozoides de semen fresco y

congelado/descongelado.
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Figura 16. Influencia de los diluyentes e influencia del tiempo en el indice de

rectitud (STR) de los espermatozoides de semen fresco y
congelado/descongelado
% P misma letra indica que no hay diferencia estadistica, letras distintas existe
diferencia estadistica (p< 0,005); " indica que hay diferencia estadistica entre

variables dentro de un mismo diluyente.

En la figura 16a se muestra que existe diferencia entre semen fresco vs
descongelado siendo superior en este ultimo; en semen fresco no existe diferencia
entre diluyentes, el indice de rectitud es en Andromed 0,66; EYC 0,67, y Triladyl
0,66 respectivamente. En semen congelado/descongelado existe diferencia entre los
tres diluyentes utilizados, el indice de rectitud es mayor con el diluyente EYC 0,9

seguido por Triladyl 0,8 y finalmente Andromed 0,78.

El resultado de la figura 16b se observa que hay diferencia entre semen fresco
vs decongelado siendo mayor para este Ultimo en los tres periodo evaludos; para
semen fresco no existe diferencia entre cero, una y dos horas luego de haber
colectado la muestra, obteniendo como promedio a la hora cero 0,38, a la hora uno
0,39 y dos horas 0,37. Para semen congelado/descongelado no existe diferencia entre

los tiempos evaluados, obteniendo como valor promedio en lo que respecta a STR
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para la hora cero 0,55, a la hora una 0,55 y dos horas 0,6. El coeficiente de variacion
es de 9,09 (Anexo 12).

4.2.9. Frecuencia de Batida de Espermatozoides (BCF)

En la figura 17 se presentan los resultados obtenidos en la influencia de los
tratamientos (semen fresco y semen congelado/descongelado) en la frecuencia de

batida de los espermatozoides.

BCF

descongelado

Tratamiento

Figura 17. Influencia de los tratamientos en la frecuencia de batida (BCF) de los

espermatozoides

% P misma letra indica que no hay diferencia estadistica, letras distintas existe

diferencia estadistica (p< 0,005); " indica que hay diferencia estadistica entre

variables dentro de un mismo diluyente.

El resultado de la figura 17 se observa una diferencia estadistica a favor de
semen fresco que para semen descongelado, en donde la frecuencia de batida del
espermatozoide para semen fresco fue de 20 Hz y para descongelado fue de 14Hz. El

coeficiente de variacion es de 34,25 (Anexo 13).
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4.2.10. Amplitud Media del Desplazamiento Lateral de la Cabeza de

Espermatozoides (ALH)

En la figura 18 se presentan los resultados obtenidos de la influencia de
tiempo en la amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza del

espermatozoide de semen fresco y congelado/descongelado.
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Figura 18. Influencia del tiempo en la amplitud media del desplazamiento
lateral de la cabeza (ALH) del espermatozoide de semen fresco vy
congelado/descongelado

% 5 misma letra indica que no hay diferencia estadistica, letras distintas existe

diferencia estadistica (p< 0,005); " indica que hay diferencia estadistica entre

variables dentro de un mismo diluyente.

El resultado de la figura 18 muestra diferencia entre semen fresco y
descongelado para ALH en cero y una hora no asi para las dos horas evaluadas; para
semen fresco a medida que avanza el tiempo la ALH disminuye, siendo diferentes
entre los diluyes evaluados; para semen descongelado hay diferencia significativa
entre cero y una hora, y no se encontrd diferencia significativa entre cero y dos horas

y una y dos horas, los valores promedios obtenidos para semen fresco a la hora cero



71

7,1 um, a la hora uno 6,2 um y dos horas 5,1 um. En semen congelado/descongelado
los valores obtenidos son en promedio: a la hora cero 4,5 um, a la hora uno 4,9 um, y

dos horas 4,7 um. El coeficiente de variacion es de 16,22 (Anexo 14).

4.2.11. Viabilidad.

En la figura 19a se presentan los resultados obtenidos de la influencia de los
diluyentes en el porcentaje de viabilidad de los espermatozoides de semen fresco y

congelado/descongelado.

En la figura 19b se presentan los resultados obtenidos de la influencia del
tratamiento (semen fresco y semen congelado/descongelado) en el porcentaje de

viabilidad de los espermatozoides.

19a 19b

AN

eeeeeeeeeeeeeeeeee

Figura 19. Influencia del diluyente e influencia de los tratamientos en el
porcentaje de viabilidad de los espermatozoides

% 5 misma letra indica que no hay diferencia estadistica, letras distintas existe

diferencia estadistica (p< 0,005); " indica que hay diferencia estadistica entre

variables dentro de un mismo diluyente.
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En la figura 19a se observa que existe diferencia en el porcentaje de
espermatozoides vivos entre los diluyentes Andromed y EYC, no existe diferencia
entre Andromed y Triladyl y tampoco existe diferencia entre EYC y Triladyl, los
resultados son para Andromed 53%, Triladyl 46% y EYC 42% de viabilidad

espermatica.

El resultado de la figura 19b se observa que existe diferencia en el porcentaje
de viabilidad espermética de semen fresco vs descongelado, los porcentajes de
viabilidad obtenidos para semen fresco fue de 75 % y para semen descongelado fue

de 20%. EIl coeficiente de variacion es de 24,71 (Anexo 15).

4.2.12. Morfologia.

En la figura 20 se presentan los resultados obtenidos en la influencia del
tratamiento (semen fresco y semen congelado/descongelado) en el porcentaje de

morfologia de los espermatozoides.

Anormales (%)

descongelado fresco

Tratamiento

Figura 20. Influencia de los tratamientos en el porcentaje de morfologia de los

espermatozoides

% 5 misma letra indica que no hay diferencia estadistica, letras distintas existe

diferencia estadistica (p< 0,005); " indica que hay diferencia estadistica entre

variables dentro de un mismo diluyente.
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En la figura 20 se observa que la presencia de anormalidades presentes en el
semen descongelado es mayor y significativemente diferente respecto el semen
fresco, el porcentaje de anormalidades espermaticas para semen descongelado es de
11% y para semen fresco es de 6,5% rescpectivemente. El coeficiente de variacion es
de 4,46 (Anexo 16).

4.2.13. Test Host.

En la figura 21 se grafican los resultados obtenidos en la influencia de los
diluyentes en el porcentaje de funcionalidad de la membrana plasmatica de los

espermatozoides de semen fresco y congelado/descongelado evaluados por HOST.

w0
o

25
1

20

15

Host Positivo (%)

10

andromed triladyl EYC
Diluyente
Figura 21. Influencia de los diluyentes en el porcentaje de funcionalidad de la

membrana plasmatica de los espermatozoides de semen

congelado/descongelado

% P misma letra indica que no hay diferencia estadistica, letras distintas existe

diferencia estadistica (p< 0,005); " indica que hay diferencia estadistica entre

variables dentro de un mismo diluyente.



74

El resultado de la figura 21 muestra que existe diferencia en cuanto al
porcentaje de espermatozoides con membrana plasmatica integra entre Andromed y
Triladyl, diferencia entre Andromed y EYC, no existe diferencia entre Triladyl y
EYC en cuanto al porcentaje de espermatozoides con membrana plasmatica integra,
los resultados son para Andromed 28% , Triladyl 14% y EYC 11% . El coeficiente

de variacion es de 10,21 (Anexo 17).
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V. DISCUSION

51. EVALUACION MACROSCOPICA DE LOS
EYACULADOS EN SEMEN FRESCO Y
DESCONGELADO.

El volumen promedio de los eyaculados extraidos con vagina artificial para
Teuton (Brown swiss) fue de 4,25 ml y el volumen promedio para Manuelito (Patua)
fue de 3,75 ml los que estan dentro de los pardmetros establecidos por Rosenberger
1981, quien sefiala que para el volumen existen algunos valores de referencia tanto
para el semen obtenido con vagina artificial como para las recolecciones con
electroeyaculador; se ha sefialado basandose en experiencias con vagina artificial que
el eyaculado de un toro joven tiene en promedio un volumen mayor de 2 mi,

mientras que un toro adulto tiene un volumen mayor de 4 ml.

Los toros de la investigacion no estuvieron bajo ningdn tipo de estrés por lo
que el volumen de los eyaculados estuvieron dentro de lo mencionado por
Rosenberger (1981). Echeverry J. (2003) sefiala que en general todos los factores
estresantes (alto o baja temperatura, alimentacion, enfermedades, dolor, cambios
bruscos de ambiente) actdan a través del mismo mecanismo enddcrino: el estrés baja
la secrecion de LH por la pituitaria, disminuyendo la testosterona disponible para las

células germinales en crecimiento, lo cual conlleva a baja produccion espermatica.

En relacion al color de los eyaculados obtenidos para este estudio tanto para
Teuton (Brown swiss) como para Manuelito (Patua) fue lechoso-cremoso, lo que se
encuentra dentro de lo establecido categoricamente por Krause y Dittmar (1962),
como bueno para cremoso y regular para lechoso, las muestras obtenidas con una
coloracion lechoso-cremoso de estos toros jovenes fueron libres de hemospermia
(sangre en el eyaculado) y libres de piospermia (pus en el eyaculado) lo que segun
Rosenberger 1981, descarta la presencia de lesiones u infeccines del aparato genital

de los animales evaluados.
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El pH seminal es otro pardmetro de importancia en la evaluacion seminal
rutinaria, en este estudio tanto para Teuton (Brown swiss) como Manuelito (Patua) se
obtivieron valores de pH cercanos a 7, lo que coincide con lo descrito por Jeyendran,
Van der Ven, Pérez, Grabo y Zaneveld (1984) en donde indican que el pH normal
del semen bovino es cercano a la neutralidad, de 6,7 a 7.

5.2. EVALUACION MICROSCOPICA DE LOS
EYACULADOS EN SEMEN FRESCO Y
DESCONGELADO.

La concentracion espermatica promedio para Teuton (Brown swiss) fue de
750 x 10° y para Manuelito (Patua) fue de 761,5 x 10° los que estan dentro de los
parametros regulares establecidos categdricamente por Krause & Dittmar (1962)
quienes determinan que un eyaculado con concentraciones mayores a 800 x 10°
espermatozoides por mililitro (espermatozoides/ml) es considerado como bueno y
mayores a 500 x 10° (espermatozoides/ml) es considerado un eyaculado de calidad

regular.

Mientras avanza el tiempo de espera en semen fresco vy
congelado/descongelado la motilidad total desciende, en la investigacion se tuvo
como resultado a la hora cero 58%, la hora uno 55% y dos horas 50% de motilidad
total, estos datos corroboran lo obtenido en otros estudios en los que se evaluaron
diferentes velocidades de descongelacion para el semen bovino (Aamdal y Andersen,
1968; Robbins y col., 1972; 1976; Alquimist y Wiggin, 1973a, b; Pickett y Berdston,
1974; Rodriguez y col., 1975; Dhami y col., 1992; Nur y col., 2003), en donde se
pudo observar que si la velocidad de descongelaciéon y tiempo de espera para el
analisis es rapida, existe un mayor porcentaje de espermatozoides moviles,
obteniendo a la hora cero un porcentaje de motilidad mayor que a la hora uno y dos

horas tanto para semen fresco como para semen congelado/descongelado.
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En la evaluacion de motilidad total en pre congelacion las diluciones no
presentaron diferencias entre diluyentes ya que se obtuvo en Andromed un 89%,
EYC un 90% y en Triladyl un 88%. Segin Gadea 2003, el diluyente preserva las
caracteristicas funcionales de las células espermaticas y mantiene el nivel de
fertilidad adecuado, basandonos en la investigacion el diluyente Andromed preserva
de mejor manera las caracteristicas funcionales obteniendo como resultado en semen
congelado/descongelado motilidad total de 33%. Mientras Galina y Valencia (2006),
manifiestan que el semen puede tener una motilidad espermética por arriba del 50%
luego de ser descongelado, pero si los espermatozoides presentan lesiones en la
membrana plasmatica, en el acrosoma, en el ndcleo o en otro compartimento celular,
puede no ser completamente expresado inmediatamente después de la

descongelacion.

La evaluacion de la motilidad progresiva (MP) en semen fresco es uno de los
parametros méas importantes para la identificacién de eyaculados con capacidad
fecundante en donde se establece que valores < 50 % de MP no son buenos por lo
qgue no deberia ser utilizado en programas de IA, ni menos ser destinados a ser
criopreservados (Salisbury, Vandemark y Lodge, 1978) lo que no ocurrié con las
muestras seminales recolectadas en esta investigacion. En semen fresco existe
diferencia significativa en la motilidad progresiva debido a la influencia de los
diluyentes crioprotectores obteniendo un mejor resultado de porcentaje de motilidad
progresiva con Andromed (82%). Si la MP es muy baja en semen fresco, esta tendera
a disminuir ain mas en la evaluacion post-congelacion. En semen
congelado/descongelado existe mayor porcentaje de motilidad progresiva en
Andromed (25%); 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 crioprotectora del diluyente (Salisbury, Vandemark y Lodge,
1978). En la investigacion la motilidad progresiva a la hora cero es mayor teniendo
como resultado 50%, de motilidad progresiva espermatica respecto de los otros
periodos evaluados, lo que indica que la potencial capacidad fecundante de esa

pajuela es mayor.
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A medida que transcurre el tiempo de espera para semen fresco y
descongelado la motilidad local porcentual aumenta, no existe diferencia
significativa entre cero y una horas después de extraer o descongelar la muestra,
obteniendo un menor porcentaje de motilidad local a la hora cero 8%. El efecto
beneficioso de Andromed parece mas probable que fuese debido a un mayor efecto
protector de las membranas espermaticas por parte de los lipidos de soya que de la
yema de huevo del diluyente EYC y Triladyl, en semen fresco la influencia de
Andromed disminuye el porcentaje de motilidad local, obteniendo como resultado en
semen fresco una motilidad para Andromed del 6%, EYC del 10%, Triladyl del 12%,
para semen descongelado ocurre que la influencia de EYC disminuye el porcentaje
de motilidad local, dando como resultado en Andromed un 8,7%, EYC un 6% y para
Triladyl un 9,7% no obstante Miuller-Schlésser et al. (2001) no encontraron
diferencias significativas en la motilidad post-descongelacién, en comparacion de
diluyentes Andromed, Triladyl y EYC.

Probablemente estos resultados manifiestan que la diferencia entre estos tres
tipos de diluyentes en lo que se refiere a su capacidad de criopreservacion del
espermatozoide es baja como lo demuestran los resultados obtenidos; pero también
podrian estar relacionados con diferencias entre las distintas razas de toros utilizadas
en la investigacion. Los resultados del presente estudio demostraron que Andromed
elaborado a base de proteina vegetal (lecitina de soya) preserva de mejor manera a

los espermatozoides seguido por EYC y Triladyl (Pickett y Berndtson, 1978).

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; existe mayor VCL a la hora cero luego de haber extraido o descongelado
la muestra, la velocidad media es a la hora cero de 92 um/s, para semen fresco, se
obtiene mayor VCL con el diluyente Andromed (123 pm/s) que para los otros
diluyentes utilizados. Para semen congelado/descongelado existe mayor VCL del
espermatozoide con el diluyente Andromed (73 um/s) lo que concuerda con los

estudios de Catena y Cabodevila, (1999) donde manifiestan que luego de la
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incubacion a -196°C los valores en el vigor espermatico disminuyen

respectivamente.

En lo que respecta a velocidad media de los espermatozoides (VAP), existe
mayor VAP a la hora cero luego de haber extraido o descongelado la muestra, la
velocidad media es de 54 pum/s, a la hora uno 52 um/s y dos horas 49 um/s, en donde
Quintero-Moreno, (2003) manifiestan que existen sub poblaciones de
espermatozoides con diferente velocidad. Para semen fresco no existe diferencia
alguna en la velocidad media del espermatozoide, obteniendo como mejor resultado
Andromed (67 pm/s). Para semen congelado/descongelado existe mayor velocidad
media del espermatozoide con el diluyente Andromed (48 pum/s), seguido de Triladyl
(40 um/s) y EYC (38 um/s) respectivamente, lo que se explicaria debido a las sub
poblaciones de espermatozoides existentes con diferente velocidad descritos por
Quintero-Moreno, (2003) al evaluar Andromed y Triladyl, asi como Andromed y
EYC.

En semen fresco la velocidad rectilinea (VSL) es mayor a la hora cero (39
um/s), luego de haber sido extraido o congelado/descongelado la muestra. Para
semen fresco no existe diferencia alguna en la velocidad del espermatozoide,
obteniendo como mejor resultado Andromed (45 pm/s). Para semen
congelado/descongelado existe mayor velocidad curvilinea del espermatozoide con
el diluyente Andromed (34 um/s), Dorado et al. (2010) menciona que el periodo
critico se encuentra en el proceso de congelacion, por lo tanto segin lo mencionado
por Liu et al., (1991); Vazquez 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.

Segun Brogliatti (2005) la direccion de la trayectoria espermatica se mide a
través de dos cocientes como son la Linealidad (LIN) y la Rectilinealidad (STR). La
linealidad es el cociente entre el VSL/VCL mientras que la rectilinealidad es el
cociente entre VSL/VAP. Ambas relacionan, ya sea la velocidad promedio o la

velocidad real, con la velocidad recorrida en dos puntos. En la investigacion no
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existe diferencia en semen fresco entre diluyentes, el indice de linealidad es mayor
en Andromed (0,37), para semen descongelado el indice de linealidad es mayor con
EYC (0,63). No existe diferencia en semen fresco entre diluyentes, el indice de
rectitud es en Andromed (0,66), EYC (0,67), y Triladyl (0,66), en semen
descongelado el indice de rectitud es mayor con EYC (0,9) seguido por Triladyl (0,8)
y finalmente Andromed (0,78), en donde Holt y Van Look, (2004) mencionan que

estas caracteristicas identifican subpoblaciones con mejor velocidad.

Existe diferencia entre tratamientos en lo que respecta a la frecuencia de
batida del espermatozoide en donde es mayor en semen fresco (20Hz) y menor en
semen descongelado (14Hz), esta caracteristica del movimiento espermatico nos
permite saber como es la direccion del movimiento y ha sido correlacionada como un
factor que incrementa la tasa de fertilidad, por lo tanto valores de vigorosidad altos
incrementan la tasa de fertilidad (Brogliatti, 2005), por lo que comparativamente el

semen fresco presenta mejores carateristicas fecundantes que el semen descongelado.

Existe diferencia en lo que respecta a amplitud media del desplazamiento
lateral de la cabeza del espermatozoide en semen fresco entre cero y dos horas y
entre una y dos horas después de extraida la muestra obteniendo como resultado
mayor amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide a
la hora cero en semen fresco (7,1 pum), mientras que para semen descongelado no
existe diferencia en la amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza del
espermatozoide, para semen descongelado a la hora cero (4,5 pum). Shanis et al.
(1989) sugieren que tanto el BCF como el ALH tienen una gran importancia en la
penetracion en el ovocito. Estos autores observan que en presencia de moco cervical,
el ALH disminuye mientras que el BCF aumenta para ayudar a la penetracion de la
célula espermatica en dicho moco, en la investigacion los valores de BCF son

mayores que los de ALH.

Thomas et, al. (1998), asegura que durante el proceso de criopreservacion se
produce una disminucion del 50% de la viabilidad espermatica, en la investigacion la
disminucion superé el 50%; existe diferencia en la viabilidad espermética de semen

fresco y congelado/descongelado, existe mayor porcentaje de espermatozoides vivos
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obteniendo 75 % en semen fresco mientras que en semen descongelado el valor fue
de 20%,lo que hace una diferencia del 55% lo cual esta por encima de lo planteado
por Thomas el al (1998) siendo estos datos corroborados por Dorado et al. (2010) en

el que menciona que el periodo critico se encuentra en el proceso de congelacion.

Las anormalidades de una muestra seminal estan directamente relacionadas
con capacidad fértil y mayores tasas de retorno del animal, ya que a mayor nimero
de anormalidades pre y post-congelacion disminuye la capacidad fértil de los
espermatozoides (Davies, Hall, Hibbit y Moore, 1975). Correa et al., (1997), afirman
que la integridad de la membrana plasmatica se ve afectado por el proceso de
congelacién existiendo diferencia significativa en el porcentaje de anormalidades
espermaticas entre descongelado y fresco, el porcentaje de anormalidades para semen
descongelado es de 11% y para semen fresco es de 6,5% de anormalidades
espermaticas, lo que resulté no haber diferencia en cuanto a la utilizacion de los
diluyentes ya que se determind que la influencia de los crioprotectores no

modificaron la morfologia de la célula espermatica.

La determinacion del funcionamiento de la membrana plasmaética es un
parametro indicador de la capacidad fecundante de los espermatozoides (Jeyendran
et al., 1984). Existe diferencia en cuanto al porcentaje de espermatozoides con
membrana plasmatica integra entre Andromed y Triladyl, y también existe diferencia
entre Andromed y EYC, obteniendo como resultado Andromed 28%, Triladyl 14% y

EYC 11% en semen congelado/descongelado.
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VI. CONCLUSIONES

Los toros (Bos taurus) utilizados en la investigacion presentaron

caracteristicas similares en cuanto a volumen, pH, y concentracion espermatica.

En cuanto a la motilidad espermaética evaluada mediante el sistema CASA
esta fue mayor para Andromed seguido por EYC para semen fresco, mientras que
para semen congelado/descongelado Andromed ofrece mejor proteccion a las células

espermaticas.

El eficiente uso y facil preparacion de Andromed, hacen que la lectura
espermatica en el sistema CASA sea éptima obteniendo resultados totalmente
confiables, al no contener particulas de yema de huevo como los diluyentes Triladyl
y EYC.

En cuanto a la viabilidad espermatica luego del proceso de descongelacion el
diluyente que mayor porcentaje de supervivencia celular proporcioné fue Andromed,

ya que se obtuvo mayor cantidad de células espermaticas vivas.

La funcionalidad de la membrana plasmatica de las células espermaticas (test
Host) fue mayor con el diluyente Andromed en el descongelamiento celular.
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VIl. RECOMENDACIONES.

Los toros seleccionados para las posteriores investigaciones deben tener una
alimentacion adecuada a base de pasto, agua y sales minerales, ademas deben estar
totalmente libre de enfermedades y con esto se puede lograr muestras de semen con

valores normales y confianza en su uso en programas de IA.

Para la preparacion de los diluyentes se debe realizar 24 horas previo al
proceso de extraccion seminal,debido al limitado tiempo entre la colecta de semen y
su dilucién para asi asegurar una buena viabilidad espermaética; y utilizar yema de

huevo fresco para la preparacion del diluyente Triladyl y EYC.

Es recomendable filtrar el contenido de yema de huevo en la preparacion de
Triladyl y EYC, para evitar grumos que dificulten la lectura en el sistema CASA
evitando con este proceso la lectura erronea del sistema CASA en donde lea los
grumos de yema de huevo como células espermaticas muertas proporcionando tasas

bajas en cuanto a la motilidad.

Realizar en lo posterior investigaciones en la que se comparen diluyentes a
base de proteina vegetal, ya que Andromed a base de lecitina de soya ofrecid los
mejores resultados en cuanto a criopreservacion celular respecto del uso de

proteainas animales en la preparacién de diluyentes seminales.
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