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Introduccion

El sector ganadero aporta 40% del valor de la
producmon agrlcola mundial,(FAO,2019).
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Los efectos negativos de la
criopreservacion en los
espermatozoides incluyen,
ademas del choque por frio, otros
danos como el estrés osmotico y
alteraciones en la fluidez y
permeabilidad de la membrana
(Watson, 1995).

El 50 % de los
espermatozoides no
sobreviven al proceso de
congelacion/descongelacion
(Hammerstedt, Graham, &
Nolan,1990).
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En Ecuador, ganado vacuno con un total de 4,34
millones de cabezas,(INEC, 2020).
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Objetivos

[ Evaluar la viabilidad espermatica pre-congelacion y post-descongelacion
mediante tincion Eosina/Nigrosina de toros reproductores Girolando.

d Comparar la morfologia espermatica pre-congelacion y post-descongelacion de
toros reproductores Girolando tenidos con Spermac y Farelly.

[ Determinar el porcentaje de motilidad espermatica total y progresiva pre-
congelacion y post-descongelacion en toros reproductores Girolando mediante
equipo CASA.
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Metodos

Girolando 3/4
5 anos

Curva de congelamiento lento
Temperatur Temperatura Velocidad de

Fresco

a inicial Objetivo (°C) Descenso
(°C) °C/min

4 1

-10 5

-100 40

-140 20

Girolando 5/8

Descongelado ~
S anos
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Tratamientos a comparar

Semental Toro 1,

Tl S1T1 g Parametros dependientes
pre-congelacion
Semental Toro 2, dMotilidad a los 0 y 30 min %
S1T2 5 dMotilidad progresiva 0 y 30 min %
HOSCESCONgElacion QViabilidad espermatica (vivos y muertos %)
Semental Toro 1, L Morfologia espermatica

S2T1 Qd(normalidades y anormalidades %)

. o L
Semental Toro 2, U Malformaciones primarias y secundarias %

S2T2 dTipo de malformacion
post-descongelacion

pre-congelacion
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METODOLOGIA

Impresion de
pajuelas

Limpieza,
desinfeccion y
¥ esterilizacion

LABORATORIO DE
BIOTECNOLOGIA
ANIMAL

COLECTA DE
SEMEN

DILUYENTES
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METODOLOGIA

Recepcion del

Macroscopica «——
P Semen

Evaluacion

Semen Fresco

Microscopica
Semen

descongelado




Evaluacion macroscopica

dVolumen
dColor

QpH dConcentracion
QTemperatura espermatica




Viabilidad Motilidad Morfologia

Evaluacion microscopica

Farelly

Equipo CASA Spermac




Tincion Farelly

minitube

minitube

Ref. 1540510026
s

minitube

Ref. 1540510026

: Anifine-Blue, 290
mmﬂ

Lot 29111111
Production: 29.11.2011

<

Morfologl’a

l

Protocolo de
morfologia de
Busch, Waberski &
Escobar, (2010).

Tincion
Spermac
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Morfologia

Alteraciones casquéig
cefalico

% Acrosoma normal
% Acrosoma en disolucién

Acrosoma disuelto

Granuloma acrosémico
persistente

Deformado

 Alteraciones de

la cabeza 0y
N

Normal

@ Redonda
Q Estrecha

Q Pequefia

u Reducida

Busch, Waberski & Escobar, (2010).

 Alteraciones
del cuello %

b Q Fractura de cuello

d
T Células plasmaticas

% Apéndice caudal
paraxial

qpfn Apéndice caudal
retroaxial

? Cuello grueso

{ Alteraciones de las
piezas principal y %
terminal

Forma de lazo
@ Enrollado en torno
a la cabeza

Doble cola

Enrollada

Cola corta

3 Cuello fino

ICola doblada
~—
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Metodologia

Colorante Supravital Viabilidad

_—" Nigrosina

% Espermatozoides vivos

Eosina - ey

—b)




Motilidad

dMotilidad alos 0y 30
min %

dMotilidad progresiva 0 y
30 min %
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Resultados y discusion

Caracteristicas del Donald Marcelo

semen
Volumen (mL) 4,73+1,042 7,67+1,86°

Temperatura (°C) 31,75 £0,262 31,3%+0,212

6,61£0,022 6,49+£0,132
Color Amarillo blanquecino  Amarillo blanquecino
Cuerpos extranos Negativo (-) Negativo (-)
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Parametro Espermatozoides Post-
Evaluacion m
frescos descongelacion

BT 7531%+10,412 29,69+3,76P
oro Motilidad progresiva (%) 62,9612, 542 18,68+3,18°
Viabilidad espermatica 75,31+10,412 36,81+10,97°

Anormalidades (%) 41,38+13,722 58,94+11,24b
VT | si2:o3070 |
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Calidad espermatica en muestras colectadas por vagina artificial de 2 toros antes y después de la
congelacion

Parametro Espermatozoides Post-

frescos descongelacion
Motilidad (%) 75,31%=%10,412 29.69+3,76P
Motilidad progresiva (%) 62,96+12,542 18,68+3,18"
Viabilidad espermatica 75,31+£10,412 36,81+10,97°
Anormalidades (%) 41,38+13,722 58,94+11,24b
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Viabilidad espermatica

B Vivos
B uertos

Pre-congelado Post-descongelado
- El congelamiento rapido y
lento (Amann y Pickett, 1987).
el congelamiento y
descongelamiento va a
depender de la célula, y su
tolerancia al dafo por
cristales de hielo, a la
toxicidad por efecto de la
disolucion (Hafez,2002).

Viabilidad (%)

Toro 1 Toro 2 Toro 1 Toro 2

Toro

Barras de error. 95% Cl
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Morfologia espermatica

B Normalidades
B Anormalidades

Pre-congelado Post-descongelado

%] El toro clasificado como

| I satisfactorio debe

contener al menos un
70% de
Toro 1 Toro 2 Toro 1 Toro 2
Toro

8

(%)

espermatozoides
morfolégicamente
normales, con no mas
del 20% de
espermatozoides con
cabeza anormal (Bart &
Oko, 1989).

Batras de error. 95% CI _ f'!!i E S p E

Malformascmnes

£

0




Morfologia espermatica

Toro 1

100 |

40

0

Post-desconge

Toro

Toro 2

Pre-congelado Post-desconge
Tipo de semen

Barras de error; 95% CI

Pre-congelado

B Malformaciones Primarias
B Malformaciones Secundanas

Porcentaje de
malformaciones
primarias y
secundarias
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Motilidad

Nombre del Toro N Motilidad O min
B Motilidad 30 min

Donald Marcelo B Motilidad progresiva O min
iz ] @ Motilidad progresiva 30 min
w . .
Gloria'y Col (2011) menciona

_ que existe una correlacion
< positiva entre la motilidad total
g . y progresiva del semen
5 eyaculado y la actividad

= mitocondrial.

o LN LN

Pre-congelado Post-descongelado Pre-congelado Post-descongelado

Tipo de semen

Barras de emor: 95% Cl E S p E

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn




Conclusiones

[ Considerando los resultados sobre la calidad espermatica pre-congelacion obtenido de
los toros Girolando de la hacienda Zoila Luz km 24, se podria concluir que los
reproductores Donald y Marcelo necesitan un acondicionamiento debido a la baja
concentracion espermatica de Marcelo y por el porcentaje de anormalidades
encontradas previo a la congelacion en Donald.

dLas anomalias mas frecuentes observadas en el semen bovino de Donald son las colas
enrolladas o los plegamientos de pieza intermedia, considerando el porcentaje obtenido
de anormalidades, este puede comprometer la fertilidad del toro, ya que los
espermatozoides defectuosos no poseen una motilidad normal y no alcanzan el ovocito.

dLas muestras de espermatozoides frescos presentaron resultados superiores en todos
los parametros realizados (Motilidad total y progresiva, viabilidad y morfologia
espermatica) comparados con las muestras post-descongelacion donde se redujo
significativamente todos los parametros de calidad espermatica empleando la curva de
congelacion lenta (0.5 °C-min-1 de 20 a 4°C, seguido de 5 °C-min-1 de 4 a -10°C,
seguido de 40 °C-min-1 de -10 a -100°C, seguido de 20 °C-min-1 de 100 a 140°C)
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reproductivo y la evaluacion del semen, para poder clasificar de manera
satisfactoria, cuestionable o insatisfactoria a los toros de la Hacienda Zoila Luz de la
Rl@@@aﬂmelﬁdla@q@ﬂ@@s ESPE sede Santo Domingo, puesto que estan
altamente correlacionados con la fertilidad.

Un analisis de los puntos de equilibrio previo a la congelacion empleando un
congelador para optimizar los gastos de nitrégeno liquido.
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