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Resumen

En la presente investigacion se compard la morfologia del semen bovino fresco y
criopreservado tefiidos con Eosina/Nigrosina, Spermac y Farelly donde se determind el
porcentaje de: viabilidad, motilidad progresiva con el equipo CASA y morfologia espermética
en dos toros de la raza Girolando de 5 afios. Las muestras seminales se diluyeron 1:1 con
OptiXcell ® seguido se criopreservo en el Ice Cube con una curva de congelamiento lenta (
0.5 °C-min-1 de 20 a 4°C, 5 °C-min-1 de 4 a -10°C, 40 °C-min-1 de -10 a -100°C, 20 °C-min-
1 de -100 a -140°C). Se emple6 un DCA para las variables dependientes de calidad seminal,
la informacioén obtenida de cada toro y entre estos fue analizada antes y después de la
congelacion espermética. Se encontré diferencia altamente significativa (p<0,05) en el toro 1
y 2 para volumen (7,67+1,86 mLy 4,73+1,04, respectivamente) y concentraciéon espermatica
(1168+467,34 10”6 esp./mL y312+93,07, concernientemente), en la evaluacién microscépica,
se observé diferencia significativa en la viabilidad pre-congelaciéon (75,31+10,41) y post-
descongelacion (38+11,2) con disminucién de células viables, en cuanto a la morfologia
espermatica normal y anormal tanto en el semen fresco y post-descongelado, el toro 2
presenta mayor normalidad antes del congelado (71,13 3,68 %) frente al toro 1 (46,13
+3,01%). Se observé una considerable disminucion en la motilidad total (77,95+9,60) y
progresiva (65,55+13,26) tanto pre-congelado y post descongelado (38,39+12,41 vy
26,3748,20). Los espermatozoides analizados en el estado de pre-congelacion tuvieron
resultados superiores en comparacion con los espermatozoides en el estado de post-

congelacion para cada uno delos parametros espermaticos que se estudiaron.

Palabras claves: viabilidad, motilidad progresiva, CASA, morfologia, semen frescocongelado
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Abstract

In the present investigation, the morphology of fresh and cryopreserved bovine semen stained
with Eosin/Nigrosin, Spermac and Farelly was compared, where the percentage of viability,
progressive motility with the CASA equipment and sperm morphology were determined in two
5-year-old Girolando bulls. Semen samples were diluted 1:1 with OptiXcell® followed by
cryopreservation in the Ice Cube with a slow freezing curve (0.5 °C-min-1 from 20 to 4°C, 5
°C-min-1 from 4 to -10°C, 40 °C-min-1 from -10 to -100°C, 20 °C-min-1 from -100 to -140°C).
A DCA was used for the dependent variables of semen quality, the information obtained from
each bull and between bulls was analyzed before and after sperm freezing. Highly significant
difference (p<0.05) was found in bull 1 and 2 for volume (7.67+1.86 mLand 4.73+1.04,
respectively) and sperm concentration (1168+467.34 1076 sp. /mL and 312+93.07,
respectively), in the microscopic evaluation, a significant difference was observed in pre-
freezing (75.31£10.41) and post-thawing (38+11.2) viability with a decrease in viable cells, as
for normal and abnormal sperm morphology in both fresh and post-thawed semen, bull 2
presented greater normality before freezing (71.13+3.68%) compared to bull 1 (46.131£3.01%).
A considerable decrease in total (77.95+9.60) and progressive (65.55+13.26) motility was
observed both pre-freezing and post-thawing (38.39+12.41 and 26.37+8.20). Spermatozoa
analyzed in the pre-freeze state had superior results compared to spermatozoa in the post-

freeze state for each of the sperm parameters studied.

Keywords: viability, progressive motility, CASA, morphology, fresh frozen semen.
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Capitulo l:Introduccion

Introduccion

El sector ganadero atravesado una serie de cambios debido al crecimiento
poblacional y el subsecuente incremento en la demanda de productos derivadosde esta
industria. Diversos paises se han valido de cambios estructurales e innovaciones
tecnoldgicas de gran relevancia para estar a la par del rapido crecimiento econdmico.
Asimismo, el sector ganadero es de gran importancia en la produccién agricola a nivel global,
aportando un 40% del valor del mercado mientras mantiene la seguridad alimentaria y la
calidad de vida de méas de 1 300 millones de individuos, es uno de los sectores con mas
rapido crecimiento en la economia agricola (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura, 2019).

En Ecuador predomina el ganado vacuno con un total de 4,34 millones de cabezas
gue a nivel nacional se encuentran distribuidas en las regiones del Litoral o Costa (41,24%),
Sierra (49,11%), Amazonia (9,65%) (INEC, 2020). La mayor cantidad de cabezas de ganado
vacuno (951 769) se encuentran en la provincia de Manabi, representando el 21,95% del
ganado presente a nivel nacional seguido de la provincia de Chimborazo. Santo Domingo
delos Tséachilas en el afilo 2019 contaba con el 4% del ganado vacuno presente a nivel
nacionaly el 7% a nivel de la region Sierra (INEC, 2020). Esta region se encarga de la
produccion diaria de 3,5 millones de litros de leche, destinados al mercado nacional, debido
a que las condiciones del clima favorecen la produccion lechera de razas bovinas como
Holstein, Jersey o Brown swiss. En cambio, en el litoral o costa se encuentran las especies
bovinas para la produccién carnica como Brahman, Charolais Aberdeeen, y cruces de razas
criollas con cebu y Brown swiss estas ultimas con el objetivo de mejorar la calidad y el peso a
la canal (Crespo,2020).

El Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca (MAGAP) ha realizado
diversos programas para el mejoramiento genético desde el afio 2011 con el apoyo de la
Subsecretaria de Ganaderia Sostenible. Cada mes realizan en promedio unas 80

inseminaciones artificiales en la provincia de Azuay, donde se busca gracias a la inseminacion
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artificial (IA) incrementar la produccion lechera del ganado y disminuir los costos que incurren
el mantenimiento del toro, la efectividad que se ha logrado es del 50 al 60 %. Un programa
de IA ofrece ciertas ventajas ya que se puede prescindir de un toro y los gastos de manejo
gue normalmente incurre la tenencia de estos, se reduce drasticamente el contagio de
enfermedades de caracter reproductivo y se logra mejorar la produccion del animal
(MAGAP, 2019).

Por ello, la criopreservacion de semen y la IA tienen un impacto importante y positivo
en la produccion ganadera y la calidad del producto. Mediante el uso de semen
criopreservado y la |A se pueden utilizar espermatozoides de los mejores toros reproductores
para inseminar a miles de vacas en todo el mundo. Aunque en las Ulimas décadas las
investigaciones se han enfocado mayormente en la criopreservacion del esperma del toro, en
comparacion con otras especies, el conocimiento obtenido y las tecnologias desarrolladas
alin poseen vacios importantes que deben seguir siendo estudiados. La viabilidad
espermatica conseguida luego de la descongelacion varia mucho entre reproductores,
obteniendo niveles relativamente bajos y no ideales para los avances que se busca lograr en
la ciencia fundamental de los gametos de mamiferos como en la biotecnologia reproductiva
(Ugur et al., 2019).

La crioconservacion tiene por objetivo conservar la mayor cantidad posible de
espermatozoides viables luego de la descongelacion, manteniendo unos parametros de
calidad espermatica similares a aquellos obtenidos previo a la congelacion, especialmente en
la integridad estructural, viabilidad, motilidad, integridad del ADN y la funcién biol6gica que se
encuentra relacionada con la capacidad de fertilizacion. No obstante, aunque se realiza la
criopreservacion de esperma como parte del protocolo de rutina para una IA, Gnicamente el
50% de los espermatozoides logran sobrevivir el procedimiento de congelacion y
descongelacion (Hammerstedt, Graham, & Nolan,1990). Los espermatozoides sufren un
choque por frio durante la criopreservacion lo que afecta la funcién y la fertilidad de los

espermatozoides (Hammerstedt, Graham, Nolan,1990), causando que estos tengan una tasa
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de supervivencia mucho menor luego de la descongelacion y su longevidad dentro del tracto
reproductivo de la hembra se vea afectada drasticamente. (Baust, Gao, & Baust, 2009).

Por otra parte, podemos tener efectos negativos en la osmolaridad, choques
térmicos y alteraciones de las propiedades de la membrana como resultado de realizar una
criopreservacion de espermatozoides (Watson, 1995). Los avances en las técnicas de
crioconservacion han progresado lentamente. Ademas, se cree que la fertilidad bovina ha
disminuido en las ultimas décadas. Se ha informado que un intento de aumentar la
criosupervivencia del esperma de toro mediante la adicion de colesterol a la membrana del
esperma de toro antes de la crioconservacion produjo una motilidad modesta del 60 % y una
viabilidad del 55 %, y que no se tradujo en un aumento de la fertilidad in vivo (Said,
Gaglani, & Agarwal, 2010; Aitken, 1995). Por ello el objetivo principal del proyecto de
investigacion esla comparacion morfolégica del semen bovino fresco y criopreservado
tefiidos con Eosina/Nigrosina, Spermac y Farelly, para determinar la viabilidad y el porcentaje

de motilidad progresiva con el equipo CASA.

Planteamiento del problema

En el desarrollo de la IA las dosis seminales deben conservar su capacidad
fecundante después de la criopreservacion (Hidalgo, Tamargo & Diez, 2005). La aplicacion
de la tecnologia de criopreservacién e IA ha contribuido al avance de la reproduccion
animal. No obstante, la mayor parte de los espermatozoides pierde su fertilidad al sufrir
diversas alteraciones durante la criopreservacion, motivo por el cual el uso rutinario del semen
congelado y descongelado no es tan adecuado, de esta manera la criopreservacion afecta la
capacidad fecundante y reduce la vida Util de los espermatozoides. La variacion en la crio
supervivencia de los espermatozoides de diferentes toros e incluso con el toro individual es
comun en los centros de IA (Nagata, 2019).

Baust et al., (2019) resumi6 los factores estresantes que influyen en las células
durante las etapas de enfriamiento y congelacién de la siguiente manera: primero, durante el
enfriamiento, las células estan expuestas a muchos efectos dafiinos que incluyen

desacoplamiento metabdlico, desequilibrio ibnico, activacion de proteasas, acidosis celular,
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privacion de energia, transicion de fase de membrana, desestabilizacion del citoesqueleto y
produccion de radicales libres o especies reactivas de oxigeno, como segundo punto, durante
el proceso de congelacion, los espermatozoides estan predispuestos a los efectos
perjudiciales de la formacion de cristales de hielo, hiperosmolaridad, alteraciones en el
volumen celular y desnaturalizacion de proteinas.

Por ello, mediante la presente investigacion se comparara la calidad del semen
evaluando la morfologia del eyaculado fresco y crioconservado mediante tinciones que
permitiran identificar las principales anormalidades generadas en el proceso de
congelamiento y almacenamiento en nitroégeno liquido.

Justificacion

La calidad del semen congelado en la produccion ganadera es de suma importancia
debido al uso masivo en programas de IA que generan elevados porcentajes de prefiez,
favoreciendo el valor econémico en la produccién de leche y carne, por lo que se recomienda
hacer una valoracién espermética, en especial de la morfologia, motilidad progresiva y la
viabilidad de los espermatozoides, lo cual permitira calificar las dosis seminales como aptas
para ser utilizadas, siempre y cuando cumplan con los valores minimos exigidos en las
caracteristicas sefialadas anteriormente.

El objetivo principal de esta investigaciéon es mejorar la calidad del semen para obtener
pajuelas con valores superiores a los establecidos lo cual incrementara la eficiencia
reproductiva en programas de IA.

Objetivos

Objetivo General

Comparar la morfologia del semen bovino fresco y criopreservado tefidos con
Eosina/Nigrosina, Spermac y Farelly, para determinar la viabilidad y el porcentaje de motilidad
progresiva con el equipo CASA.

Objetivos Especificos

e Evaluar la viabilidad espermatica pre-congelacion y post-descongelacion

mediantetincion Eosina/Nigrosina de toros reproductores Girolando.
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e Comparar la morfologia espermética pre-congelaciéon y post-descongelacion de
torosreproductores Girolando tefiidos con Spermac y Farelly.

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

Hipotesis planteada
Ha:

e Los indicadores de calidad espermatica (viabilidad, morfologia y motilidad)

presentan diferencias significativas en semen fresco y congelado de toros de raza

Girolando.
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Capitulo II: Marco teérico

Raza bovina: Girolando

El Girolando es una raza de ganado bovino fue creado en Brasil siendo una de las
mayores productoras de leche, esta raza es el resultado del cruce de Gir (Bos indicus) y
Holstein (Bos taurus), la primera altamente resistente a enfermedades tropicales y altas
temperaturas. (Sanchez et al.,2015). Esta raza se caracteriza por la produccioén lechera de
Holstein y rusticidad heredada de Gir. La estandarizacion para la obtencion de la raza: 3/8
Gir y 5/8 Holstein, convirtiéndole en una raza ideal para un ambiente tropical hUmedo como
el de la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas (Silvestri, 2020).

Rusticidad

Por su conformacion muscular, esquelética, su disposicion de autorregulaciéon de la
temperatura corporal, sus patas fuertes y rectas, su habito de pastoreo,entre otras, son
propiedades que le confieren gran adaptabilidad y resistencia a ambientes dificiles (Silvestri,
2020).

Longevidad

La raza girolando comienza su descendencia a los dos afios y medio donde obtiene
su primera cria, la maxima produccion se logra a los diez afios y continlla de manera
productiva hasta los 15 afios (Silvestri, 2020).

Fertilidad

La autorregulacion de la temperatura corporal favorece al saco escrotal,
proporcionando asi una mayor produccion de espermatozoides viables (Silvestri, 2020).

Ganancia de peso

Una de las ventajas de la raza girolando es el engorde de los machos en
confinamiento con una ganancia promedio de mas de 1 kg/dia (Silvestri, 2020).

Caracteristicas

e Vigor hibrido
e Disposicion tranquila

e En climas calidos buena produccién de leche
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e Adaptabilidad

e Longevidad

o Fertilidad y facilidad de parto

¢ Rendimiento de carne
Anatomia del aparato reproductor del macho

El tracto reproductivo del toro consta de testiculos, 6rganos sexuales secundarios y
tres glandulas sexuales accesorias. Estos érganos trabajan en conjunto para la formacion,
maduracion y transporte de los espermatozoides, que eventualmente se depositan en el tracto
reproductivo femenino. Los drganos sexuales secundarios son el epididimo, el conducto deferente
y el pene. Las tres glandulas sexuales accesorias incluyen, la préstata, las vesiculas
seminales y la glandula bulbouretral (glandula de Cowper). Esta anatomia basicase ilustra
en la figura 1 (Whittaker, 1999).

Figura 1

Tracto reproductivo del toro

Recto-
Ampula

Glandulas vesicales
Prostata
Gléndulas bulbouretrales

Vista lateral izquierda del
pene separado del isquion

Masculo retractor del pene

Flexura sigmoidea del pene

Conducto deferente
Cabeza del epididimo
Testiculos

Escroto

Cola del epididimo

— Extremo libre del pene

Nota: Tomado de Hafez, (2002)

Testiculos
Estan ubicados fuera de la cavidad del cuerpo en el escroto y tiene dos funciones

vitales: producir los espermatozoides y producir la hormona masculina testosterona.La
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ubicacién de los testiculos en el exterior tiene una temperatura entre 4 y 5 grados por debajo
de la temperatura corporal, esencial para la formacion normal de los espermatozoides.

El escroto

El escroto protege de forma fisica a los testiculos, ademas tiene capacidad para
regular la temperatura para un correcto desarrollo de los espermatozoides. Esta regulacién
viene dada por la coordinacion de dos muasculos dartos y cremaster, el primero contrae la
piel cuando la sensacion térmica es de frio y la estira en momentos de calor, el segundo
alarga o acorta a los testiculos al cuerpo, todo dependiendo de la temperatura ambiental
(Whittier, 1999).

Epididimo

El epididimo se encuentra firmemente adherido a un costado del testiculo, siendo
caracteristico por ser compacto, aplanado y de estructura alargada. Su estructura se puede
observar seccionada en cabeza, cuerpo y cola. Funciones principales del epididimo:

e Absorcion de fluidos excedentes aumentando la concentracion de los

espermatozoides

e Transporte de los espermatozoides en desarrollo desde el testiculo hasta el

conducto deferente

e Reabsorcién de los espermatozoides en la cola del epididimo si disminuye la

actividad sexual.

e La maduracién de los espermatozoides en desarrollo

e Acumulacion de espermatozoides viables en la cola del epididimo (Whittier,

1999).

El epididimo sirve como salida para todos los espermatozoides producidos en el
testiculo y cualquier bloqueo de este conducto provocara esterilidad. El bloqueo temporal
debido a la hinchazén después de una lesion o infeccién (epididimitis) provocara infertilidad
a corto plazo. Si la hinchazén o infeccion da como resultado la formacion de tejido cicatricial

en el tubulo, puede bloguear permanentemente el paso de los espermatozoides. Si se
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produce bloqueo en ambos epididimos, el toro ya no sera atil como reproductor
(Gloobe,1989).

Conducto deferente

El conducto deferente emerge de la cola del epididimo como un tdbulo recto y pasa
como parte del cordén espermatico a través del anillo inguinal hacia la cavidad corporal. Los
espermatozoides se transportan mas a lo largo del tracto reproductivo hasta la region pélvica
a través de los conductos deferentes mediante la contraccién del tejido muscular liso que
rodea este tibulo durante la eyaculacion. Los toros se pueden esterilizar mediante la
extirpacion de una seccién del conducto deferente (vasectomia) impidiendo el paso de los
espermatozoides al exterior del cuerpo (Whittier, 1999).

Glandulas accesorias

Dos de las glandulas accesorias se encuentran en la region general donde los
conductos deferentes se unen para convertirse en la uretra. Las secreciones de estas
glandulas constituyen la mayor parte de la porcion liquida del semen. Ademas, las
secreciones activan los espermatozoides para volverse maviles. Las vesiculas seminales
constan de dos l6bulos de aproximadamente 4 a 5 pulgadas de largo, cada uno conectado a
la uretra por un conducto. La glandula prostatica esta ubicada en el cuello de la vejiga urinaria
donde desemboca en la uretra. La prostata es parcialmente pequefia en el toro, en
semejanza con otras especies, y ho genera un volumen de secrecion muy grande (Whittier,
1999).

La tercera glandula accesoria, las glandulas de Cowper, son glandulas pequeinas y
firmes ubicadas a ambos lados de la uretra. La secrecion clara que a menudo gotea del pene
durante la excitacién sexual antes del servicio es producida en gran parte por estas glandulas
y sirve para enjuagar y limpiar la uretra de cualquier residuo de orina que pueda ser dafiino
para los espermatozoides (Whittier, 1999).

Una de las glandulas accesorias puede infectarse ocasionalmente, dando como
resultado muestras de semen que son amarillas, turbias y que contienen células de pus. No

es raro en los toros que las vesiculas seminales estén tan afectadas (vesiculitis seminal). El
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tratamiento con antibidticos a veces es necesario, pero el tiempo generalmente corregira el
problema (Whittier, 1999).

Uretra Masculina

Los dos conductos deferentes eventualmente se unen en un solo tubo, la uretra, que
es el canal que pasa a través del pene. El semen y la orina del tracto reproductivo y urinario,

respectivamente, se valen de la uretra como un medio de transporte comun (Whittier, 1999).

Pene

El angulo sigmoideo es una estructura anatémica que proporciona un medio por el
cual el pene se mantiene dentro de la funda, excepto durante el tiempo de servicio. Fuertes
musculos retractores sostienen el pene en la configuraciéon en forma de “S”. En ocasiones,
estos musculos son demasiado débiles para funcionar correctamente y una parte del pene y
el revestimiento de la vaina sobresalen en todo momento; esto expone al macho al peligro de
lesionarse y esta caracteristica debe evitarse al seleccionar un toro de rebafio (Whittier,
1999).

El pene es el 6rgano de la copulacion. El material de tipo esponjoso dentro del pene
se llena de sangre durante la excitacion sexual, lo que provoca la ereccion del érgano. El
extremo del pene es el glande y es rico en nervios, que se estimulan durante la copula para
inducir la eyaculacion. Pueden existir alteraciones del glande (figura 5) y deben detectarse

durante un examen de fertilidad (Whittier, 1999).

Recoleccion del semen bovino: vagina artificial

El semen recolectado por vagina artificial es mas limpio y concentrado en comparacion
con las muestras recolectadas por electroeyaculacion o por masaje. Sin embargo, la
capacidad de produccion espermatica normal de un reproductor no es representativa con
estos métodos puesto que el volumen y la densidad no se encuentran dentro de lo comun;
pero, con la técnica adecuada, a veces es posible que los eyaculados sean limpios y
presenten una concentracion espermatica adecuada, especialmente si los toros han

descansado sexualmente y tienen un buen manejo (Baracaldo, Barth & Bertrand, 2006).
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Morfologia espermatica

El espermatozoide es una célula especializada, ha evolucionado de tal manera que
es diferente al resto de tipos celulares, la particularidad encontrada es que esta posee una
cabeza que conserva el material genético, una pieza intermedia que contiene mitocondrias,
lo que permite dar movilidad al flagelo o cola, cabe destacar que existe una infinidad de
diversidad morfolégica en las especies (figura 2), por lo cual no son iguales, llevando a cabo
cada uno de ellos procesos de capacitacion y diferente reaccion acrosomal dentro del aparato
reproductor de la hembra (Reece & Rowe, 2017)
Figura 2
Comparacion de los espermatozoides de animales de granja y otros vertebrados

observando diferentes caracteristicas estructurales como el tamafio y forma relativos.
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Nota: Tomado de Reece & Rowe, (2017). Pg. 448.

Estructura del espermatozoide del semen bovino

El espermatozoide normal suele tener una apariencia simétrica, con cabeza oval de
contorno regular, al momento de realizar la tincién se observan zonas bien diferenciadas:
como la zona acrosémica que ocupa mas de la tercera parte de la cabeza, y la sub
cromosémica que cubre el resto de la cabeza tiene un ancho aproximado entre 2 a4 umy

una longitud de 3 a 8 um.
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La pieza intermedia mide aproximadamente 7 a 8 um de longitud, es de contorno
regular y recta. Se encuentra alineada de manera longitudinal con la cabeza. La cola tiene
una longitud cercana de 45 a 60 um, es de contorno irregular, delgada,tnica y no enrollada.
Figura 3

Estructura del espermatozoide
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Nota: Tomado de Analisis del semen bovino (p.43), por Ordéfiez, Tamargo & Monforte,(2005).

El acrosoma

En un espermatozoide sin malformaciones se puede distinguir el acrosoma (figura 4)
en buen estado conformado por tres regiones: la membrana acrosomal interna y externa, el
segmento ecuatorial. Existe una correlacién de la baja fertilidad de un semental con el
porcentaje de acrosomas ausentes o alterados. Para el andlisis de la condicion del
acrosoma se puede emplear una serie de tinciones, eosina/nigrosina, spermac, triple

tinciones, Giemsa, entre otras. (Hidalgo Ordéfiez, Tamargo & Diez, 2005).
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Figura 4

El acrosoma
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La espermatogénesis en los toros

En la espermatogénesis, se multiplican las células germinales del toro y se
diferencian de forma ciclica en los tubulos seminiferos a espermatozoides (Staub &
Johnson, 2018). La espermatogénesis esta regulada por el eje hipotalamo-hipdfisis-
testiculo, la duracién del ciclo depende de cada especie (Rodriguez et al.,2018). La
espermatogénesis presenta tres fases:

Espermatocitogénesis, ocurren varias divisiones mitéticas de las espermatogonias
para producir espermatocitos primarios (figura 5)

Meiosis, comprende el intercambio y la duplicacion de material genético mediante
dos rondas de divisiones celulares que disminuyen la cantidad de cromosomas en los
gametos (diploides) y producen cuatro células hijas haploides, espermatidas.

Espermiogénesis, ocurre la diferenciacion de espermatidas redondas en
espermatozoides completamente maduros liberados en la luz de los tubulos seminiferos.
(Staub & Johnson, 2018).

En la espermiogénesis se dan cambios como: la formacion del acrosoma con enzimas
gue ayudaran a la penetracién del ovocito, este se observa desde la mitad de la superficie
nuclear; b) concentracion del nucleo; c) creacién del cuello, la pieza intermedia y la cola y d)
separacion de gran parte del citoplasma (Rodriguez et al.,2018). En toros, la duraciondel

ciclo del epitelio seminifero es de 13,5 dias. La duracion total de la espermatogénesis es de
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61 dias, es decir, 4,5 veces la duracion del ciclo del epitelio seminifero. La onda
espermatogénica se utiliza para describir la disposicion espacial de las asociaciones
celulares a lo largo de los tubulos (Staub & Johnson, 2018).

Figura 5

Representacion esquematica de las etapas de espermatogénesis en los mamiferos
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Nota: El cromosoma nuimero (2n, diploide; n, haploide) también se muestra para cadaetapa.
Modificado de Reece & Rowe, (2017). Pg 447.
Espermiacion
Una vez finalizado la espermiogénesis, comienza la espermiacién donde los
espermatozoides se trasladan hacia el lumen de los tubulos seminiferos y de este punto son
transportados hacia el epididimo para su posterior maduracion, para adquirir la capacidad

fecundante y poder fertilizar al 6vulo en el eyaculado (Rodriguez et al.,2018).
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Alteraciones morfolégicas del espermatozoide

En los protocolos de reproduccion asistida para garantizar resultados beneficiosos, es
importante el estudio de la morfologia para una correcta seleccion de los espermatozoides.

Una clasificacion estrictamente morfolégica organiza las anomalias que puedan
formarse en la cabeza, a nivel de acrosoma, en el cuello, en la pieza principal y terminal.
También, segun el 6rgano donde se originan se pueden diferenciar en anomalias primarias
y secundarias, como anomalias producidas en los testiculos, en el sistema ductal o por un
mal manejo del semen bovino después de la colecta (Tamargo & Monforte, 2005).

En el presente estudio para la evaluacion morfologica (figura 6) se toméen cuenta
las anomalias producidas en los testiculos, y las generadas en el sistema ductal opor
manejo del semen a partir de la colecta.

Para un criterio de evaluacién se considera semen de buena calidad, aquel que
presente mas del 70% de espermatozoides normales. Las anomalias primarias deben ser
menores al 10% y las anomalias secundarias menores al 20%. (Rodriguez et al.,2018).

Alteraciones primarias

Se originan durante la espermatogénesis en el testiculo. Aqui se incluyen las
deformaciones de la cabeza o del acrosoma, apéndices caudales para/retroaxiales,
malformaciones de la pieza intermedia, asi como las malformaciones dobles o mdultiples
(espermatozoides bicéfalos). Las alteraciones primarias se consideran de gran trascendencia
en lo referente a etiologia y consecuencias para la fertilidad del macho (Hafez, 2002).

¢ Forma de la cabeza: lanceolada, piriforme, angosta o estrecha.
e Acrosoma: desprendido, rugoso, pequefio.

e Tamafio de cabeza: microcefalia, macrocefalia.

e Cuello paraxial.

e Doble cabeza.

e Cabeza desprendida.
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Alteraciones secundarias

Se producen durante el transito, maduracién y depdsito en el epididimo. En la cola del

epididimo o durante la eyaculacién desaparecen las gotas citoplasmaticas, que constituyen

los residuos del citoplasma de los estadios previos indiferenciados de los espermatozoides.

Las causas de la persistencia de las gotas plasméaticas pueden ser variadas. De forma tipica,

una frecuencia de cubricién demasiado elevada, debido al escaso tiempo de maduracion en

el epididimo da como consecuencia un elevado porcentaje de espermatozoides con gotas

plasmaticas adheridas en el eyaculado. También con frecuencias normales de cubricion se

observan trastornos de la espermatogénesis como causa de una abundante presencia de

gotas plasmaticas (Hafez, 2002). Las principales anormalidades secundarias son:

Casquete cefalico desprendido

Fractura del cuello

Desviaciones de la forma de la cola como lazos y enrollamientos

Gotas citoplasmaticas

Residuos del citoplasma de los estadios previosindiferenciadas de los

espermatozoides

Alteraciones terciarias

Se originan durante la obtencién del esperma, o después de la misma, por defecto de

influencias externas (Hafez, 2002).

Disolucién de casquetes ceféalicos
Enrollado de las colas

Fracturas del cuello
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Figura 6

Bosquejos esquematicos de algunas anomalias y deficiencias de los espermatozoides,

testiculo y pene
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Nota. Modificado de Whittier, (1999).
Evaluaciones de la calidad seminal

Se determinan los indicadores apreciables en el tubo de colecta a la vista del
laboratorista deduciendo los siguientes criterios:

Tiempo de recoleccion

Este parametro es importante, ya que una vez recolectada la muestra de semen al
tiempo de 10 a 20 minutos a temperatura ambiente se coagula. La muestra de semen para
analisis es homogénea, no contiene grumos o coagulos.

Pruebas macroscépicas

Color. Una vez ingresado el eyaculado al laboratorio, se observa la coloracion o
aspecto, donde los colores mas comunesen el semen bovino son:
e Blanco
e Crema
e Amarillento
e Grisaceo

e Presencia de células sanguineas (sangre)
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El color del esperma que no se considera normal es el marron, rosado y verde.

Volumen. Se lo realiza a través del tubo de colecta graduado. Es transcendental evitar
la formacion de burbujas o espuma que pueda interferir en la lectura del volumen real. Se
debe considerar que un toro mayor a 2 afios debe generar un eyaculado minimo de 4 mL.

El volumen de un semental puede variar de 2 y 12 mL (Gomez &Migliorisi, 2015).

pH. Se emplea un potenciémetro, donde el valor del pH adecuado del eyaculado esta

entre un 6,2-6,8 en la mayoria de los mamiferos (Gomez & Migliorisi, 2015).

Cuerpos extrafos. Este parametro se evalla observando el tubo de colecta, para
detectar particulas extrafias.

Pruebas microscépicas

Los indicadores para determinar son: viabilidad, motilidad, morfologia, concentracion

espermatica.

Motilidad masal. Es el movimiento en circulos del total de los espermatozoides de la
muestra, la estimacion por la onda de movimiento es el método més sencillo para calcular
la motilidad en el semen fresco. La valoracion de la motilidad con semen fresco (motilidad
masal) o diluido y congelado-descongelado se mide la proporcion de espermatozoides
progresivos (motilidad progresiva).

Motilidad individual progresiva. El analisis de la movilidad es un parametro esencial
para tener una aproximacion de la calidad espermatica del semen evaluado, para ello se
necesita un microscopio de contraste de fases con objetivos de 10X y 40X (aumentos), cabe
destacar que la temperatura que debe tener el material es de 37°C. Se analiza el porcentaje
de espermatozoides con un movimiento rectilineo progresivo total de la muestra, siendo el
minimo valor aceptable del 50%. Muy bueno 80-100%; Bueno 60-79%; Regular 40-59%,

Pobre menos del 40% (Gémez & Migliorisi, 2015).

Viabilidad. El protocolo méas utilizado es donde se emplea técnicas de tincién vital
permitiendo diferenciar espermatozoides vivos y muertos. La selectividad de la membrana

plasmatica es atribuida por su permeabilidad a los colorantes vitales; por lo cual se rigte al



36

principio que aquellas células con membrana integra no pasan el colorante, mientras que si

tiene dafos entra el colorante (Goémez & Migliorisi, 2015).

Concentracién espermatica. La concentracion indica la capacidad de los toros para

producir espermay también permite que un centro de IA controle la funcion de los testiculos,

se deben conocer las concentraciones para determinar el nimero de dosis de semen a

congelar.

Se observa una correlacion significativa entre la fertilidad del toro y el porcentaje de

espermatozoides normales, variable importante en toros con baja concentracion

espermatica, o dosis seminales diluidas sometidas a estrés por la congelacion y

descongelacion, procesos en los cuales se disminuye el porcentaje de espermatozoides

viables. En IA la fertilidad de un semental depende del porcentaje de espermatozoides

normales que se empleen para inseminar (Hidalgo, Tamargo & Diez, 2005).

Tabla 1

Nomenclatura espermatolégica para diferenciar la informacion

Desviacién
referente a

Grado de la desviacion
escaso, medio, intenso

Completo

Volumen

Concentracioén

Motilidad

Morfologia

Oligospermia (eyaculado de
volumenreducido)

Oligozoospermia
(disminucién de la
concentracion de
espermatozoides)

Astenozoospermia
(motilidad disminuida)

Teratozoospermia

Aspermia
(ausencia de eyaculado)

Azoospermia
(escasez de espermatozoides en el
eyaculado)

Akinozoospermia

(todos los espermatozoides inméviles)
Necrozoospermia

(todos los espermatozoides inmoviles
ymuertos en la prueba Supravital)

Tincién eosina/nigrosina

Esta tincion de eosina-nigrosina, se utiliza para observar la vitalidad de los

espermatozoides, donde la eosina colorea la membrana plasmatica dafiada, mientras que las

células vivas no absorben la mancha, la nigrosina crea un fondo oscuro, lo que simplifica la
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evaluacion, esta mancha no es adecuada para el analisis de esperma congelado/
descongelado que contiene glicerol (Minitube, 2021).

Todo espermatozoide mévil mantiene el potencial de membrana y obtiene la energia
mediante el paso de ATP a ADP. Cuando el potencial de membrana se pierde, la eosina o
colorante vital penetra dentro de las células y las tifie, permitiendo de esta forma diferenciar
los espermatozoides muertos de los vivos (figura 7) y consecuentemente la
necrozoospermia verdadera de la falsa (Gonzales, 1989).

Figura 7

Tincioén viabilidad eosina/nigrosina. A) espermatozoide muerto. B) espermatozoide vivo.

Nota: Archivo de la autora
Tinci6on Spermac

La tincién Spermac es una prueba cualitativa, no automatizada, que facilita la
distincién morfolégicamente de los espermatozoides normales y anormales (figura 8), lo que
permite visualizar claramente la cabeza, el acrosoma, la region ecuatorial, la pieza central y
la cola, de modo que se puedan identificar las anomalias morfoldgicas de todas las
regiones. La cabeza del espermatozoide aparece de color rojo, el acrosoma, la pieza central
y la cola sonverdes y la zona ecuatorial es verde palido. La identificacion de dafios en la

cabeza y el acrosoma, asi como anomalias en la cola, se detecta facilmente. La tincion
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Spermac se puede utilizar para la tefiir esperma descongelado-congelado que contiene
glicerol (Minitube, 2021).
Figura 8

Células espermaticas, tefiidas con Spermac

Acrosoma

Nota: El acrosoma es claramente visible. Archivo de la autora.

Tincién Farelly

Este es un kit de tincion para el diagnostico de semen fresco y diluido de mamiferos y
aves domésticas. El contraste de color azul-violeta permite una visualizacién diferencial de la
cabeza, el acrosoma, el segmento ecuatorial, la pieza central y la cola de los
espermatozoides (figura 9). Con esta tincion se observa una clara distincion entre
morfolégicamente intacto y espermatozoides anormales. La tincion de Farelly es adecuado
para la tincion de espermas diluidos, a menos que el diluyente contenga glicerol. Para

semen congelado y descongelado se recomienda la tincién de Spermac.
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Figura 9

Espermatozoides tefiidos con Farelly

Nota. Espermatozoides de toro de la raza Girolando, tefildos con Farrelly. Archivo de la

autora.

Crioconservacion del semen bovino

La criopreservacion de semen es una técnica ampliamente utilizada para mantenery
proteger la fertilidad en diversas ocasiones como tratamientos de infertilidad y malignidad
(Ozkavukcu et al.,2008). La crioconservacionde semen se utiliza para facilitar el
almacenamiento y el transporte a largo plazo. Esto es de especial importancia para su uso
en la IA de animales domésticos, incluidas las ovejas (Galarza et al., 2019).

Factores que determinan la criosupervivencia de los espermatozoides

El desafio durante la crioconservacion no es la capacidad de los espermatozoides
para resistir el periodo de almacenamiento en nitrégeno liquido, sino cruzar la zona de
temperatura intermedia entre -15 °C y -60 °C (Buranaamnuay et al., 2009). Las células deben
pasar dos veces por estas temperaturas, primero durante el enfriamiento y luego durante la
descongelacion, lo que provoca efectos nocivos en la integridad de la membrana plasmética,
el acrosomay el nucleo del espermatozoide; funcién mitocondrial; y la motilidad de los

espermatozoides (Medina-Robles, Duarte-Trujillo, & Cruz-Casallas,2020).
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Durante el enfriamiento, las células estan expuestas a muchos efectos dafinos que
incluyen desacoplamiento metabolico, desequilibrio idnico, activacion de proteasas, acidosis
celular, privacion de energia, transicion de fase de membrana, desestabilizacion del
citoesqueleto y produccién de radicales libres o especies reactivas de oxigeno (ROS).

En cambio, en el proceso de congelacion, los espermatozoides estan predispuestos
a los efectos perjudiciales de la formacién de cristales de hielo, hiperosmolaridad, alteraciones
en el volumen celular y desnaturalizacién de proteinas como se observa en la figura 10
(Uguret al., 2019).

Figura 10

Efectos perjudiciales de la congelacién-descongelacién en un espermatozoide
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Nota. Se resumen los efectos morfoldgicos y fisioldgicos de los procesos de congelacion y

descongelacion en el esperma de toro. Modificado de Ugur, et al., (2019).

Diluyentes seminales

Los diluyentes de semen se descubrieron y desarrollaron para proteger los
espermatozoides de factores nocivos, como la congelacion y el choque osmotico, el estrés
oxidativo y el dafio celular causado por los cristales de hielo. Los diluyentes de semen
conservan el esperma al estabilizar sus propiedades, incluida la morfologia, la motilidad y la
viabilidad del espermay la integridad de la membrana, del acrosoma y el ADN (Bustani &

Baiee, 2021).
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Diluyente comercial OptiXell ®

OptiXcell: Es el primer diluyente seminal sin proteina animal a base de liposomas
sintetizados. Los liposomas reemplazaron a la yema de huevo de otros diluyentes, ademas,
OptiXcell permite una conservacion y preparacion segura las dosis de semen fresco y
congelado.

Ventajas

¢ Medios transparentes y sin particulas

e Evaluacion microscopica mejorada y CASA

e Libre de proteinas animales

e Evita el riesgo de transportar enfermedades como la influenza aviar por que
se evitaproductos a base de huevo

e Impide el transporte de microorganismos patdégenos, toxinas y producciéon
demetabolitos nocivos

e Extensor de alta calidad

e Larga vida util

e Soporta cambios de temperatura

e El diluyente OptiXcell es 6ptimo para conservar los parametros de
movilidad delsemen fresco

e Bajo nimero de espermatozoides por pajuela presenta u alto rendimiento

(MV, 2022)
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Capitulo lll: Ubicaciéon, materiales y métodos

Lugar de estudio (area politica-geogréafica y ecoldgica)
Ubicacidn politica

El estudio se realizé en la Hacienda “Zoila Luz” y la parte experimental en el laboratorio
de Biotecnologia de la Reproduccién Animal, ubicado en la via Santo Domingo-Quevedo en
el Km 24 margen izquierdo de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE Sede Santo
Domingo. Provincia de Santo Domingo de los Tséachilas, Cantén Santo Domingo, Parroquia
Luz de América.

Ubicacion geografica

Geogréaficamente el sitio experimental se encuentra localizado en las coordenadas 00°
24' 44" Latitud Sur, 79° 18' 32" Longitud Oeste
Figura 11

Ubicacion geografica del estudio en investigacion
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"Comparacion de la morfologia del semen bovino fresco y criopreservado
tefiidos con Eosina/Nigrosina, Spermac y Farelly, para determinar la
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viabilidad y el porcentaje de motilidad progresiva con el equipo CASA"

INMOVACION PARA LA EXCELENEIA

Nota: Croquis del area de estudio. Modificado de Jacome y Zambrano (2021).



Ubicacion ecologica

Zona de vida:

Altitud:

Temperatura:

Precipitacion:

Humedad relativa;

Heliofania:

Suelos:

Vegetacion:

Equipos

Microscopio de contraste de fase
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Bosque humedo subtropical (b.h.S:T)
270 m.s.n.m

23-25°C

2800 mm/afio

85 %

680 h luz/afo

Franco limo arcillosos

Predominan las pasturas, especies

forestales, cultivos anuales y perennes

Platina térmica Slide Warmer XH-2001

Micropipetas de 20-500 ul
Bafios Maria

Incubador memmert
Autoclave Tuttnaver

Céamara de flujo laminar Haier
Equipo CASA

Equipo Ice Cube 14 M Minutibe
Envasadora MPP1 Minutube
Potenciometro PT-370 Boeco
Estufa

Fotémetro SDM1

Termdmetro digital



Insumos

Reactivos

Camaras lejas

Fundas Zicploc

Tanque de nitrégeno
Micropuntas de micropipetas
Cajas Petri

Cubre y portaobjetos
Nitrégeno liquido

Gradillas

Vagina artificial

Frascos recolectores de semen graduados (Falcon)
Papel absorbente

Papel aluminio

Pinzas anatomicas

Jeringas 3 mL, 10 mL
Guantes

Probetas

Vasos de precipitacion
Marcador indeleble

Tijera

Pajuelas de 0,5mL

Tubos de ensayo

Agua bidestilada
Agua ultrapura
Alcohol etilico (70%)

Diluyente OptiXcell

44
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e Diluyente de tinta

e Eosina

¢ Nigrosina

e Nitrégeno liquido

e Pack de tincion Farelly

e Pack de tincibn Spermac

e Tinta negra

e Vitamina C como antioxidante (5 mM)
Biolégicos

e Muestras de semen bovino de 2 toros de la raza Girolando de 5 afios
Tabla 2

Razas de toro en estudio

Toro Raza Edad
Toro 1 (Donald) Girolando 3/4 5 afios
Toro 2 (Marcelo) Girolando 5/8 5 afos

Acondicionamiento del laboratorio

Se realiz6 la limpieza y desinfeccién de 24 a 48 horas antes previa a la congelacion
del semen bovino. Donde se aspiran las particulas de polvo, desinfecta con alcohol al 70%
de los mesones y equipos. Esterilizacion del material de laboratorio (frascos de vidrios,
probetas, vasos de precipitacion, puntas de micropipetas, tubos de colecta, tubos de ensayo
y portaobjetos) a 121°C por 15 a 20 min, seguido se conservo el material en la estufa a 70°C
para su respectivo secado.
Diferenciacion de los tratamientos

El etiquetado, impresion y esterilizacion de las pajuelas se realiz6 24 horas antes del
congelamiento del semen bovino, el etiquetado se realizé con la Envasadora MPP1 Minutube,

donde se identific el donador y los tratamientos fueron diferenciados empleando colores
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distintivos permanentes. Para la esterilizacion de las pajuelas previo al envasado del semen,
se colocaron los tratamientos en diferentes fundas ziploc y se dejo con UV en la camara de

flujo laminar por 12 horas.

Preparacion de la solucién seminal
Se empled una disolucién de 1:1, volumen total de eyaculado sera igual al del
diluyente estabilizado en bafio Maria a 34°C.

Calculo del nimero de dosis

Concentracion (10¢ml-lespermatozoides) * Volumen (mlL)
Nedosis =

30 * 10% espermatozoides
Volumen del diluyente
Vol. diluyente = N2 dosis # Vol dosis(ml) — Vol. eyaculado(imL)

Dilucion madre total

1 ( 1 mi de volumen )

Dilucion madre fotal = N° de dosis totales (pajuelas) « 5

2 pajillas de 0,5 mL
Preparacion del diluyente OptiXcell®

El diluyente OptiXcell® se prepard de acuerdo con el protocolo de la casa comercial,
para ello el volumen total de la dilucibn madre se realizé a partir del calculo entre la

concentracion, volumen y N° de dosis de pajuelas requeridas de 0,5 mL.

Recoleccion del semen bovino

Para la extraccion del semen bovino se emplearon vaginas artificiales para cada
donador, las cuales previamente fueron esterilizadas 24 horas antes y conservadas a una
temperatura de 36-37°C. Para la extraccién se procedio a llenar las vaginas artificiales con
agua a 45°C, junto a su adiccién de la proteccion térmica, se trasladé la vagina para la
extraccién al montadero. Una vez obtenida la muestra espermaética, se protegié de la luz solar
para prevenir el shock térmico que dafia a los espermatozoides.
Evaluacién espermaética pre-congelacion

Una vez que la muestra espermatica llegé al laboratorio (se registré la hora de llegada)

se procedio a realizar la evaluacion del semen, como se muestra a continuacion:
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Evaluacién macroscopica
Temperaturay pH. Se midi6 el pH y la temperatura con el potenciometro portatil que

contiene también un medidor de temperatura. Para ello, previamente el sensor de

temperatura se dejo en el bafio Maria a 30°C

Volumen. Se midi6 el eyaculado directamente del tubo de colecta graduado.
Color. Se describié por observacién cualitativa. Por ello, se determind la coloracion
tomando en cuenta los parametros observados en la tabla 3.
Tabla 3

Indicacién segun el color de la muestra seminal

Color Indicacién
Blanco cremoso Semen normal
Amarillo intenso Presencia de orina
Verdoso Infeccidn bacteriana
Rojizo Presencia de sangre, puede indicar lesion

en el aparato reproductor

Cuerpos extrafios. Se describié por observacién cualitativa, si habia precipitado de
cualquier particula extrafia al semen en el tubo de colecta, es positivo, caso contrario,
negativo.

Evaluacién microscopica

Concentraciéon. La concentracion espermatica se determiné usando el fotdmetro
SDML1. Para ello, se tom6 25 pL de la muestra seminal fresca y se la coloco en la microcubeta
impidiendo la formacién de burbujas, para evitar lecturas erréneas. Se leyé (10° valores en
espermatozoides/mL) por triplicado y se sac6 un promedio. La concentracion 6ptima para la
congelacion es 800 x 10° de espermatozoides/mL. La concentraciéon de una pajuela de 0,5ml
0 0,25ml varia de 20- 30 millones de espermatozoides totales por pajuela (Gomez & Migliorisi,

2007).

Evaluacién de la motilidad. Se dejo la disolucion de semen bovino a bafio Maria a

37 °C, posteriormente se tomd 10 uL de la muestray se colocé en una camara Leja, seguido
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se puso en la platina térmica (37°C) del microscopio del sistema CASA, se observo cuatro
campos. Se midido a 0 miny a los 30 min. La clasificacion de la motilidad es la siguiente: Muy
bueno 80-100%; Bueno 60-79%; Regular 40-59%; Pésimo menos de 40%. El minimo

aceptable antes de la congelacion es del 50%.

Viabilidad espermética por exclusion del colorante. Se colocé 20 uL de la muestra
de semen diluida sobre un portaobjetos limpio a 37°C, desengrasado y precalentado, con
10pL de eosina y 10 uL de nigrosina, posteriormente, se homogeneizo y se realiz6 el frotis
de la muestra con la ayuda de un segundo portaobjetos de borde liso y precalentado. El
tiempode coloracion hasta que se produce la desecacion no debe exceder de 25 segundos.
Cabe mencionar que, para obtener el porcentaje de espermatozoides vivos se contabilizo
200 espermatozoides, se considerd a los espermatozoides vivos a los de color blanco
y losligeramente tefiidos, (a) y (b) ver figura 12.

Figura 12

Protocolo de recopilacién de datos para expresar la viabilidad de los espermatozoides

a) b) c)

Nota. Porcentaje de viabilidad espermatica por eosina/nigrosina. Principio células muertas
absorben la eosina. A) espermatozoide vivo. B) espermatozoide en proceso de muerte. C)

espermatozoide muerto
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Analisis de caracteristicas morfolégicas

Realizacion de frotis.

Se coloc6 20ul del semen diluido sobre un portaobjetos limpio y desengrasado con
alcohol al 70°C posteriormente se seco, se realizo el frotis con un segundo portaobjetos con
borde liso de manera firme y pareja. Se dej6 secar el frotis en una platina térmica, este
proceso se realizé por duplicado.

Tincién Farelly.

Se empleo el protocolo de la casa comercial; donde se tomé 500uL del fijador Ay se
coloco sobre todo el frotis por 1 min, seguido se adiciono 500uL del colorante B por 1 min,
pasado este tiempo se aclar6 con agua destilada y se secd. Se agreg6 500 uL del colorante
C por 1 min, se lavé y se secd. Finalmente, se incubd la muestra teflida en una platina térmica
(37°C) por 12 horas. Seguido el portaobjetos( frotis tefiido) se analizé en un microscopio
Optico a un aumento 100X con aceite de inmersion. Se contabilizaron 200 espermatozoides
totales (anormales y normales), para determinar el porcentaje de anormalidades siguiendo
el protocolo de Busch, Waberski & Escobar, (2010) (tabla 5).

La muestra se observé en un microscopio 6ptico a un aumento 100X con aceite de
inmersion. Para determinar el porcentaje de anormalidades en espermatozoides se
contabilizé 200 espermatozoides totales (anormales y normales), siguiendo el protocolo de
Busch, Waberski & Escobar, (2010) (tabla 5).

Tincién Spermac

Se adiciono 500 uL de fijador sobre el frotis y se dejo reposar por 5 min, seguido se
eliminé el exceso del fijador y se incub6 en la placa térmica a 35°C por 15 min, posteriormente
se aclaré con agua destilada, se afiadié 500 pL del colorante A por 1 miny se lavé, se afiadio
el 500 pL colorante B por 1 min y se lavo, se afiadié 500 pL colorante C por 1 miny se aclaro,
seguido se dej6 secar en la platina térmica por 12 horas a 37°C. Finalmente, se incubé la
muestra teflida en una platina térmica (37°C) por 12 horas. La muestra se observo en un
microscopio optico a un aumento de 100X con aceite de inmersion. Para determinar el

porcentaje de anormalidades en espermatozoides se contabilizé 200 espermatozoides totales
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(anormales y normales), siguiendo el protocolo de Busch, Waberski & Escobar, (2010)
(tablab).
Se evaluo:
e Porcentaje de normalidades y anormalidades
e Malformaciones primarias y secundarias
e Eltipo de dafio que presenta el espermatozoide bovino
Tabla 4

Pardmetros minimos previos a la congelacion

Uso Motilida  Motilidad Concentracié Espermatozoide Viabilidad
d progresiv : S
a (esp/mm?) normales
Congelacio  70% 70% 750.000 70% 70 %
n

Nota. Parametro minimos pre-congelacion tomado de Gémez & Migliorisi, (2007).
Tabla 5

Protocolo de recopilacién de datos para expresar la morfologia de los espermatozoides

Especie animal:
Alteraciones casquete cefalico Porcentaje
Acrosoma normal

Acrosoma en disolucién

Acrosoma disuelto

Granuloma acrosémico
persistente

Deformado

Alteraciones de la cabeza Porcentaje:
Normal

D/ | L «» <O <D~D



Redonda

Estrecha

Pequefa

Reducida
Normal

Doble cabeza

Alteraciones del cuello Porcentaje:

Fractura de cuello

abQ

|
:

/’n Apéndice caudal retroaxial

Células plasmaticas

Apéndice caudal paraxial

P

? Cuello grueso

Cuello fino

Alteraciones de las piezas principal y terminal Porcentaje:

; Forma de lazo
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Enrollado en torno a la cabeza

F Enrollada
T Cola corta
I Cola doblada
& Doble cola

Nota. Examen morfolégico control de calidad del esperma conservado protocolo de Busch,
Waberski & Escobar, (2010).

Envasado de pajuelas y congelamiento

Se llend las pajuelas de 0,50 mL con semen diluido, para ello se tomé en cuenta el
namero total de dosis calculadas anteriormente y se dividié para dos, luego se colocé las
pajuelas requeridas para cada tratamiento en la envasadora y selladora MPP1. Seguido se
llevé las pajuelas al Ice Cube para su congelacion. Ademas, se programo la curva para el
congelamiento del semen que se va a utilizar (tabla 6) y se esper6 a que se equilibrara a
20°C. Una vez concluido el proceso se traslado las pajuelas, de manera inmediata al termo

de nitrégeno liquido (-196°C) para su criopreservacion.
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Tabla 6

Curva de congelamiento lento

Temperatura inicial Temperatura Objetivo (°C) Velocidad de Descenso °C/min
(°C)

20 4 1

4 -10 5

-10 -100 40

-100 -140 20

Nota. En el presente estudio se empled una curva de congelamiento lento, establecidoen el
protocolo de laboratorio de Basurto (2022).
Post-descongelacion del semen bovino
Se tom¢6 al azar dos pajuelas de cada tratamiento dentro del termo de nitrégeno,
donde se elevo solo hasta la boca del termo para evitar el shock térmico, seguido se coloco
la pajuela a bafio Maria a 37°C por 1 min, seguido se coloco dentro de un tubo de ensayo y
se coloco 10 uL de la muestra en una cadmara Leja para su posterior evaluacion con el sistema
CASA (Evaluacion de la motilidad).
Evaluacién paramétrica post-descongelacion
Para la estimacién de calidad espermatica post-descongelacion se procedié a
descongelar 2 pajuelas por tratamiento totalmente al azar, donde se evalu6 motilidad, y
motilidad individual progresiva a los 0 y 30 min, posteriormente se evalud la viabilidad, y

morfologia espermatica.
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Disefio experimental

Factores del experimento

Tabla 7
Variables independientes y niveles empleados en el estudio del semen bovino de

reproductores de cruce Girolando de la hacienda Zoila Luz Km.24.

Factor Niveles
S1=Toro 1

Semen

bovino SZ= TOI’O 2

T1= Pre-congelacion

T2=Post-
descongelacion

Tratamiento

Los tratamientos son el resultado de la combinacion de los niveles de las variables
independientes en estudio, los cuales se presentan en la tabla 8.
Tabla 8
Tratamientos de analisis en el estudio del semen bovino de reproductores de cruce

Girolando en la hacienda Zoila Luz km.24.

Simbo Caodi Tratamiento
lo go
T1 S1T1  Semental Toro 1, pre-congelacién
T2 S1T2  Semental Toro 1 post-descongelacion
T3 S2T1  Semental Toro 2, pre-congelacion
T4 S2T2  Semental Toro 2, post-
descongelacion

Tipo de disefo

Para el andlisis estadistico se us6 un DCA dispuesto en arreglo factorial 2 x 2 (2
donadores (semen) por tipo de semen (Precongelacién -post-descongelacion).

Repeticiones

Cada tratamiento tuvo 4 repeticiones



Caracteristicas de las unidades experimentales

El estudio comprende 16 unidades experimentales, siendo pajuelas de diferente
donador y pre-congelacion y post-descongelacion, las pajuelas se mantuvieron en
congelacion a -196°C.

Parametros dependientes

e Motilidad total a los 0y 30 min %

e Motilidad progresiva 0 y 30 min %

e Viabilidad espermatica (vivos y muertos %)

¢ Morfologia espermatica (normalidades y anormalidades %)
e Malformaciones primarias y secundarias %

e Tipo de malformacion en el espermatozoide %
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Capitulo 1IV: Resultados y Discusion

Se empled un DCA mediante un modelo lineal generalizado multivariado para las
variables dependientes de la evaluacion seminal, los datos obtenidos de cada toro y entre
los toros fueron analizados antes y después de la criopreservacion espermatica. Los
resultados fueron presentados empleando la media y la desviacion estandar de cada
tratamiento estudiado. La normalidad se determiné con la prueba Shapiro-Wilk (n<50). Para
la comparacion de los tratamientos se aplicé Tukey, con un nivel de significancia p<0,05.
Todos los andlisis fueron realizados usando los programas InfoStat version 2008 y IBM

SPSS Statistics version 28.0.1.1.

Evaluacién macroscopica pre-congelacion

Previo a la preparacién de las pajuelas para la congelacion, se realiz6 un analisis
inicial del semen bovino para la verificacion de los rangos normales. Las variables de estudio
fueron temperatura, pH, volumen y concentracion. Los sementales 1 y 2 no presentaron
diferencia significativa en temperatura y pH (tabla 9), en el protocolo de Gémez & Migliorisi,
(2015), menciona que el pH adecuado de los reproductores es 6,2-6,8, tanto el toro 1 y toro
2 estan dentro del parametro.
Tabla 9
Promedio de variables macroscoépicas del eyaculado de los toros de la raza Girolando en la

hacienda Zoila Luz km 24

Caracteristicas del Toro 1 Toro 2
semen
Volumen (mL) 4,73+1,042 7,67+1,86°
Temperatura (°C) 31,75 +0,262 31,3+0,212
pH 6,61+0,022 6,49+0,13?2
Color Amarillo blanquecino Amarillo blanquecino
Cuerpos extrafios Negativo (-) Negativo (-)

Nota. Los datos corresponden a Media + Desv. Est. (n=3). a, b, ¢ los datos con la misma letra
son significativamente similares (p>0,05). Fuente. Elaboracion propia mediante InfoStat

version 2008.
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El volumen minimo de eyaculado para toros mayores a 2 afios es de 4 mL, en este
caso existe diferencia significativa en el toro 2 al presentar un mayor volumen de eyaculado
(7,67+1,86 mL), en comparacion con el volumen de eyaculado del toro 2 (4,73+1,04) el cual
entra dentro del rango establecido, en cambio el semental 2 cumple con este requisito
minimo. Segun Hafez (2002) el volumen de eyaculado varia entre los toros, por factores
como: raza, condicion del animal, alimentacién, edad, manejo del operario y nUmero de
extracciones. Cabe mencionar que el tiempo de descanso entre los toros fue de 2 dias, lo
cual estaria influenciado en la cantidad de volumen del toro 1.

Por otro lado, se analizo el color promedio de las muestras seminales, donde
predomino el amarillo blanquecino, estos resultados obtenidos no son consistentes con los
presentados por los autores Jacome y Zambrano (2021) quienes analizaron a los mismos
toros, el color promedio que predomino fue el blanco cremoso. Asimismo, Viotti, (2011)
menciona que el color del semen bovino es blanco marfil, o grisiceo y se considera normal,
cabe destacar que la muestra de semen bovina se vuelve amarilla cuando se mezcla con
orina. Corneo (1940) demostrd que el color amarillo del semen bovino se origina por una
marcada produccion de un lipocromo ubicado en el conducto deferente, cuya presencia varia
de acuerdo con la raza, individuo y alimentacion, asimismo menciono que el color amarillo en

la muestra seminal no compromete la fertilidad del semental.

Evaluacién microscépica pre-congelacion y post-descongelacion

De la concentracion espermatica depende el nimero de pajuelas antes de la
congelacion por lo cual no hay una medida post-descongelacién (tabla 10), Eltoro 1 presentd
mayor concentracion espermatica (1168+467,34 106 esp./mL) que se ubica en el rango muy
bueno, en cambio el toro 2 esta dentro de lo regular, en el estudio de Jacome y Zambrano
(2021) sobre los mismos sementales la concentracion promedio fue de 988 x10° /mL para el
toro 1y 677 x10° /ml para el toro 2, en comparacion con los presentes resultados hubo una
disminuciéon de la mitad en la concentracion espermética en el toro 2, estos resultados
estarian influenciados por factores como la alimentacién, el acondicionamiento del animal,

entre otros.
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Tabla 10
Promedio de la concentracidon espermatica de los toros de la raza Girolando en la hacienda

Zoila Luz km 24.

Toro Concentracion (1076 esp./mL)
Toro 1 1168+467,342
Toro 2 312+93,07P

Nota. Los datos corresponden a Media + Desv. Est. (n=3). a, b, c los datos con la misma letra
son significativamente similares (p>0,05). Fuente. Elaboracion propia mediante InfoStat
version 2008.

Las muestras de espermatozoides frescos presentaron mejores resultados (p < 0,05)
en los parametros evaluados de motilidad total y motilidad progresiva, viabilidad espermatica
(Tincién con eosina/ nigrosina), y Morfologia (anormalidades con Tincién Farelly y Spermac)
comparado con los resultados post-descongelacion (tabla 11).

Tabla 11
Parametros de calidad espermatica en muestras colectadas por vagina artificial de 2 toros

Girolando antes y después de la congelacion.

Parametro Espermatozoides Post-
descongelacién
frescos
Motilidad (%) 75,31%2+10,412 29,69+3,760
Motilidad progresiva (%) 62,96212,542 18,68+3,18P
Viabilidad espermatica (%) 75,31+10,412 36,81+10,970
Anormalidades (%) 41,38+13,722 58,94+11,24b

Nota. Los datos corresponden a Media + Desv.a,b, ¢ los datos con la misma letra son
significativamente similares (p>0,05). Fuente. Elaboracién propia mediante InfoStat version
2008.
En un estudio realizado por Ribeiro y colaboradores (2014) mostraron que los
parametros de calidad seminal bovina obtenida de la cola del epididimo antes y después de
la congelacion son superiores, donde se obtuvo una la motilidad media de espermatozoides

frescos de 74%, después de la congelacion con los métodos convencional y automatizado
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presento un 29% y 25%, respectivamente.Estos resultados son similares con los obtenidos
en el presente estudio, donde de un 75% de motilidad baja a 29,69 % después de la
congelacion.

Muifio, (2008) indica que el uso de sistemas CASA presenta algunos inconvenientes,
como el uso, optimizacion de los equipos y analisis empleados, lo cual provoca que los
resultados para los mismos parametros sean muy dispares. Lo que concuerda con el estudio
realizado por Jacome y Zambrano (2021) sobre los mismos toros Girolando al obtener una
motilidad total de 71,64% post descongelacion con diluyente Andromed y un tratamiento de
2 mg de metil-B—ciclodextrina, asimismo en este estudio los autores no encontraron
diferencia significativa pre y post descongelacién en la morfologia, podemos destacar que el
diluyente y los tratamientos fueron distintos lo que justificaria estas diferencias.

Viabilidad espermética

Las muestras de espermatozoides frescos (75,31+10,41) obtuvieron resultados
superiores (p < 0,05) en la viabilidad espermatica (figura 13) comparados con los
espermatozoides post-descongelados (38+11,21), los presentes resultados indican que hubo
una disminucién de menos del 60% de células viables en cuanto al método de

criopreservacion.
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Figura 13
Viabilidad espermatica pre-congelacion y post-descongelacion mediante tincion

Eosina/Nigrosina en toros reproductores Girolando

B Vives
W Muertos
Pre-congelado Post.descongelado

Viabilidad (%)

Toro 1 Toro 2 Toro 1 Toro 2

Toro

Barras de error: 95% CI
Nota. Elaboracién propia mediante IBM SPSS Statistics version 28.0.1.1.

Los reproductores 1y 2 presentaron diferencias significativas, donde el toro 2
presenta un mayor porcentaje de viabilidad (82,75+7,92) frente al toro 2, estando dentro del
70% aceptable, en cambio existe una considerable disminucién de la vitalidad post-
descongelamiento de un 40,63+14,95 y 33+4,30 para toro 1 y toro 2, respectivamente.

Como se observa existe una marcada disminucion de la viabilidad entre la pre-
congelacion y post-descongelacion, esto se puede explicar segun el tipo de congelamiento
gue se esté llevando a cabo, en el presente estudio se empled una curva lenta, provocando
una deshidratacion celular progresiva lo que aumenta los solutos intracelulares impidiendo la
formacion de cristales intracelulares, en cambio en el congelamiento rapido, no hay suficiente
tiempo para que se produzca la deshidratacion y el agua que queda forma pequefios
microcristales que no dafian la célula (Amann y Pickett, 1987).

Entonces la disminucion de la viabilidad podria estar dada por la descongelacion

rapida llevada a cabo, puesto que en la descongelacion rapida impide el dafio por disolucion,
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pero se produce el dafio mecénico por cristales de hielo, en cambio en la descongelacion
lenta ocurre un dafio por disolucién, por ello el congelamiento y descongelamiento va a
depender de la célula, y a su tolerancia por toxicidad por efecto de la disolucion y al dafio
por cristales de hielo(Hafez,2002). Asimismo, Gurler y colaboradores (2016) demostraron
gue enel proceso crioconservacion, los cambios de temperatura y el estrés osmético
deterioran la viabilidad de los espermatozoides bovinos debido a la lesion de la membrana
plasmatica.

La relacién entre la viabilidad espermética y la capacidad fecundante de las pajuelas
seminales presenta discrepancias entre autores. Estudios realizados mediante citometria de
flujo de Christensen y col. (2005) mencionan una correlacion elevada entre la capacidad
fecundante y la viabilidad espermatica de las pajuelas mientras se respete la concentraciéon
minima de espermatozoides, en contraste Graham, (2001) menciona que la viabilidad esta
pobremente relacionada con la fertilidad se debe considerar mas parametros (motilidad, tasas

de penetracién al ovocito).

Morfologia espermatica

Se observo diferencia significativa, en las normalidades y anormalidades (figura 14)
en el pre-congelado y post-descongelado en los toros 1y 2, asimismo se aprecia que el toro
2 tiene mayor normalidad antes del congelado (71,13 +3,68) frente al toro 1 (46,13 £3,01).
También se observa una disminucion en las normalidades pre y post-congelado. Asimismo,
no se hall6 diferencia significativa entre las curvas de congelamiento con respecto a la
normalidades y anormalidades. Rodriguez.H y col. (1997) mencionan que una malformacion
primaria es la que afecta la integridad del acrosoma, una indicacién de que esté intacto, es
esencial para la fertilizacion y la posterior penetracion de los espermatozoides en la zona

pellcida.
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Figura 14

Porcentaje de normalidades y anormalidades pre-congelado y post-congelado de toros

reproductores Girolando.
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Nota. Elaboracién propia mediante IBM SPSS Statistics version 28.0.1.1.

El mayor porcentaje de malformacion primarias se observa en el toro 2 (Farelly
31+16,63 y Spermac 28+17,66), en cambio el mayor porcentaje de malformaciones
secundarias corresponde al toro 2 (Farelly 37,50 £3,51 y Spermac 10,50 £3,11). Se ha
aceptado generalmente que el semen de toro clasificado como satisfactorio debe contener
al menos un 70% de espermatozoides morfolégicamente normales, con no mas del 20% de
espermatozoides con cabeza anormal (Bart & Oko, 1989). Dado que la espermatogénesis
en los toros requiere casi 61 dias, seguida de la maduracién del epididimo durante
aproximadamente 11 dias (Bart & Oko, 1989). La mayoria de las anomalias espermaticas
reflejan alteraciones previas (Bart & Oko, 1989). En ese sentido, la morfologia espermética
refleja en gran medida el estado de salud de los tubulos seminiferos y, en menor medida, de

los epididimos, lo que concuerda con los resultados puesto que el tiempo de descanso de
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las extracciones seminales fueron de 2 dias. Muifio (2008) menciona que las
malformaciones primarias comprometen la fertilidad directamente.

Figura 15

Porcentaje de malformaciones primarias y secundarias de toros reproductores Girolando

mediante tincion Farelly y Spermac.
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Barras de error: 95% ClI
Nota. Elaboracién propia mediante IBM SPSS Statistics version 28.0.1.1.

En un estudio realizado por Menon et al., (2011) demostraron que no habia
diferencia significativa en los espermatozoides morfolégicamente normales o anormales, de
acuerdo con la edad, raza, y circunferencia escrotal, pero destacaron que el defecto en la
cola era mas frecuente en los toros Angus y Hereford en comparacion con otras razas.

Como se observa en la tabla 12, se encontré diferencia significativa en las
alteraciones del casquete cefalico siendo el toro 1 (4,50+6,61) el que presentd menor
porcentaje frente al toro 2 (11,75+11) y en las alteraciones de las piezas principal y terminal
siendo toro 1 (40,50+12,66) el que presenté mayores incidencias frente al toro 2
(6,25+2,63), pre-congelacion. Los espermatozoides inmdéviles o con una motilidad anormal
generalmente tienen anomalias en las piezas principales y terminales como resultado de

defectos en la espermatogénesis (Bart & Oko, 1989). En consecuencia, tales anomalias
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generalmente se asocian con subfertilidad en el toro. La anomalia del reflejo de la pieza
intermedia distal, un defecto que se desarrolla en el epididimo, se parece a una cola en
forma de bucle con una gotita encerrada dentro del bucle. Un alto porcentaje de
espermatozoides con gotas citoplasmaticas proximales se considera un defecto de la
espermatogénesis que da como resultado una alteracién de la fertilidad (Bart & Oko, 1989).
Las anormalidades en el semen bovino, como los plegamientos de la pieza
intermedia y las colas enrolladas si son abundantes en el eyaculado pueden llegar afectar la
fertilidad del toro, con los resultados de la tabla 12 y Tabla 13, se explica cémo hay una
disminucioén en cuanto a la motilidad y motilidad progresiva comprometiendo el proceso del
espermatozoide para llegar al ovocito.
Tabla 12

Alteraciones especificas del espermatozoide pre-congelacion

Toros Alteraciones Alteraciones  Alteraciones  Alteraciones
casquete de la cabeza del cuello de las
cefalico (%) (%) (%) piezas
principal y
terminal (%)
toro 1 4,5046,61°2 1+1,412 8,75+4,112 40,50+12,662
toro 2 11,75+11° 2,25+1,262 7+2,162 6,25+2,63°

Nota: Datos obtenidos empleando el protocolo de Busch, Waberski & Escobar, (2010).
Como se aprecia en la tabla 13. Se encontr¢ diferencia significativa post-
descongelacion en las alteraciones del casquete cefalico y las alteraciones de las piezas
principal y terminal, siendo el toro 2 mayores incidencias en el primero y el toro 1 presento

mayores incidencias en el segundo, respectivamente.
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Alteraciones especificas del espermatozoide post-congelacion
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Toros Alteraciones Alteraciones Alteraciones  Alteraciones
casquete de la cabeza del cuello de las
cefélico (%) (%) (%) piezas
principal y
terminal (%)
Toro 1 18,25+6,242 4,50+1,91° 7,50+2,382 41,2548,85?2
Toro 2 32,25+5,68° 5+1,41°2 6+2,582 9,75+2,50°

Nota: Datos obtenidos empleando el protocolo de Busch, Waberski & Escobar, (2010).

Las alteraciones del casquete cefélico y las alteraciones de las piezas principal y

terminal pre-congelacién y post-descongelacion mostraron diferencia significativa,

observandose un aumento de estos después de la congelacion.

Tabla 14

Porcentaje del tipo de anormalidades pre-congelacion y post-congelacion

Tratamiento Alteracione Alteraciones Alteracione Alteraciones
scasquete de la cabeza sdel cuello de las piezas
cefalico (%) (%) (%) principal y
terminal (%)
Pre- 8,13+9,252 1,63+1,412 7,88+3,18%  23,38+20,172
congelacion
Post- 25,25+9,30P 4,75+1,58° 6,75+2,43%  25,50+17,88?2

descongelacio

n

Nota. Datos obtenidos empleando el protocolo de Busch, Waberski & Escobar, (2010).

Motilidad

Los espermatozoides previo a la congelacién a los 0 min la motilidad (figura 15) total

fue de (74,02+10,92 %) y progresiva (62,96+12,54%) es menor en comparacion a los 30

min(77,95 £ 9,60% y 65,55+13,26 %, respectivamente). Se observé una considerable

disminucién en la motilidad total (77,95+9,60) y progresiva(65,55+13,26) tanto pre-congelado
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y post descongelado (38,39+12,41 y 26,37+8,20) donde el toro 2 presenta una mayor
motilidad total y progresiva previo a la congelacion frente al toro 1.

Gloria'y Col (2011) mencionan que existe una correlacion positiva entre la motilidad
total y progresiva del semen eyaculado y la actividad mitocondrial. Asimismo, en un estudio
realizado por Lewis & Aitken (2005) determind que la congelacion-descongelacion afecta
negativamente la integridad del ADN, haciéndolo vulnerable y susceptible a modificaciones
moleculares y epigenéticas, que afectan el desarrollo del embrién. McCarthy y col. (2005)
demostraron que las especies reactivas de oxigeno (ERO) producian un dafio en los
espermatozoides del Macaco rhesus puesto que a medida que aumentaba la concentracion
de ERO, disminuye la motilidad y aumentaba la peroxidacion de lipidos, asimismo el dafio
del ADN podria estar relacionado a los mecanismos que ocurren en la criopreservacion;
como roturas en la doble cadena.

Figura 16
Motilidad espermatica total y progresiva a los 0 y 30 min pre y post-congelacion en toros
Girolando mediante equipo CASA.

N Motilidad 0 min
Toro 1 Toro 2 W Motilidad 30 min
W Motilidad progresiva O min
pos | EMotilidad progresiva 30 min

Porcentaje (%)

ot - N - i
Pre-congelado Post-descongelado Pre-congelado Post-descongelado

Tipo de semen

Barras de eror: 95% CI

Nota. Elaboracion propia mediante IBM SPSS Statistics version 28.0.1.1.
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Por ultimo, la criopreservacion de semen esta influenciada por varios factores y se
sabe que dafa los espermatozoides de varias maneras. Dichos dafios conducen a una
disminucion en las tasas de viabilidad, motilidad y morfologia espermatica. Por tanto, no
sorprende que en el presente estudio los valores de los parametros espermaticos después

de la descongelacién fueran mas bajos que el analisis en espermatozoides frescos.
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Capitulo V: Conclusiones

Se concluye:

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 1y 2 necesitan un acondicionamiento debido a la
baja concentracion espermatica del toro 2 y por el porcentaje de anormalidades
encontradas previo a lacongelacion en el toro 1.

Las anomalias mas frecuentes observadas en el semen bovino del toro 1 son las
colasenrolladas o los plegamientos de pieza intermedia, considerando el
porcentaje obtenido de anormalidades, este puede comprometer la fertilidad del
toro, ya que losespermatozoides defectuosos no poseen una motilidad normal y
no alcanzan el ovocito.

El esperma de la muestra pre-congelacién obtuvo mejores resultados en todos
los parametros de calidad espermatica realizados (Motilidad total y progresiva,
viabilidady morfologia espermatica) comparados con las muestras post-

descongelacion dondese redujo significativamente todos los parametros de
calidad espermatica empleandola 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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Capitulo VI: Recomendaciones

Se recomienda:

Un protocolo general para evaluar estado fisico, la integridad del tracto
reproductivo yla evaluacién del semen, para poder clasificar de manera
satisfactoria, cuestionable oinsatisfactoria a los toros de la Hacienda Zoila Luz de
la Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE sede Santo Domingo, puesto que
estan altamente correlacionados con la fertilidad.

Un andlisis de los puntos de equilibrio previo a la congelacién empleando un

congelador para optimizar los gastos de nitrégeno liquido.
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