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RESUMEN

Los mas comin en semen criopreservado a -196°C, son los bajos % de motilidad.
Mediante la presente investigacion se pretende hacer un estudio para evaluar los % de
motilidad, con el empleo de diluyentes, bajo condiciones de refrigeracion, como una
alternativa en uso de la IA, para ello, se utilizaron 6 sementales bovinos de la raza Charolais,
a los cuales se les realiz6 la extraccion de semen por el método de electroeyaculacion y se
estimo el % de motilidad espermatica con el empleo de tres diluyentes (Optixcell 2®,
Optidyl® y Citrato de sodio — Yema de huevo) bajo condiciones de refrigeracion (4-6°C),
para despues realizar las evaluaciones microscépicas correspondientes a través del tiempo
(0, 3, 6, 12, 24 y 48 horas), evaluando las variables: efecto del diluyente sobre la motilidad,
efecto del tiempo sobre la motilidad y la interaccion del diluyente y tiempo sobre la
motilidad. Las muestras con el semen tratado, presentaron resultados con diferencias
significativas (p < 0,05). Las medias de los porcentajes de la motilidad espermatica a través
del tiempo que presentan, Optixcell 2®, Optidyl® y Citrato de sodio — Yema de huevo son
55.83%, 68.89% y 48.64% respectivamente. De acuerdo a estos resultados los mejores
rangos fueron de la h 0 a al h 24, siendo el Optidyl® el que destaca, manteniendo los mejores
% de motilidad.

Palabras clave: refrigeracion, motilidad espermatica, tiempo, diluyente.
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| INTRODUCCION

En los Gltimos 30 afios, la inseminacién artificial ha sido realizada con uso de semen
congelado en diluyente a base de yema de huevo, sin embargo, la criopreservacion de las
células espermaticas sigue siendo perjudicial a sus funciones, y la yema de huevo un factor
de variabilidad y potencial con riesgo a la contaminacién por microorganismos (Vishwanath,
2003).

La inseminacion artificial (IA) es una técnica utilizada en diferentes especies. La
congelacion de los espermatozoides es uno de los metodos mas sencillos que ha permitido
ampliar el tiempo de viabilidad de los espermatozoides, ya que puede reducir su metabolismo
y por lo tanto prolongar la durabilidad del semen. La criopreservacion consiste en utilizar el
frio extremo para disminuir las funciones vitales de una célula o un organismo y poderla

mantener en condiciones de "vida suspendida” durante mucho tiempo (Diaz y Lopez, 2018).

El éxito de la criopreservacion esta supeditado a factores tales como tipo de diluyente,
tasa de descongelacion y empaque, variacion individual del reproductor, crioprotector y tasa

de enfriamiento, principalmente.

Es posible realizar la IATF tanto con semen congelado (almacenado en estado de
congelacion en nitrégeno liquido a -196°C) como con semen refrigerado (conservado en
estado liquido a bajas temperaturas, pudiendo ser entre 15-20°C o 4-5°C) Utilizando semen
refrigerado, los espermatozoides sufren menos ya que no se enfrentan al proceso de
congelacion-descongelacion, por lo que la dosis inseminante con semen refrigerado presenta

aproximadamente 10 veces menos de espermatozoides (Holt, 2000).



Por otro lado, la refrigeracion del semen preserva la viabilidad espermaética,
garantizando mayor longevidad cuando comparado al semen in natural, y menores dafios
celulares cuando es comparado al semen criopreservado. La utilizacion del semen refrigerado
en bovinos presenta como principales ventajas la optimizacion de toros genéticamente
superiores y que poseen baja resistencia a la criopreservacion del semen, ausencia de costos
relacionados al almacenamiento de las muestras y mayor simplicidad en la manipulacion del
semen (Vishwanath, 2003).

La implementacion de semen refrigerado en sistemas de IATF podria aumentar la
eficiencia y la rentabilidad de la produccion, disminuyendo notablemente el costo de prefiez
al utilizar menor nimero de espermatozoides por dosis y por ende, por eyaculado se podrian
tener mayor cantidad de dosis y asi prefiar mas vacas (Martinez y Lépez s/f).



1.1. Objetivo General

Monitorear el comportamiento de la motilidad espermatica a través de tiempo (0, 3,
6, 12, 24 y 48 horas), en condiciones de refrigeracion (4-6°C) por efecto de la adicién de tres
diluyentes (Optixcell 2®, Optidyl® y Citrato de sodio con Yema de huevo).

1.2. Objetivos Especificos

Identificar el diluyente con mejor adaptacion a las caracteristicas propias del semen

bovino para su refrigeracion a través del tiempo.

Evaluar el comportamiento de la motilidad en semen refrigerado (4-6°C) con la

adicién de cada diluyente a través del tiempo.

1.3. Hipotesis

Ho= (Todos los diluyentes presentan igual comportamiento sobre la motilidad

espermatica de semen refrigerado a través del tiempo).

H1= (Al menos un diluyente presenta un comportamiento de respuesta diferente sobre

la motilidad espermatica de semen refrigerado a través del tiempo).



Il REVISION DE LITERATURA

2.1. Anatomia del Aparato Reproductor Bovino.

Es sumamente importante conocer la anatomia y parte de la fisiologia del sistema
reproductor del bovino ya que nos permite comprender, el cdmo cada una de estas estructuras
desempefia un papel sumamente importante y permite desarrollar las funciones que fueron
destinadas, dentro de procesos importantes que tiene que suceder para cumplir con el objetivo

principal de producir células reproductivas.

2.1.1 Testiculos

Los testiculos tienen dos funciones muy vitales: Producir los espermatozoides y
producir la hormona masculina especifica, testosterona. Se encuentran fuera de la cavidad
corporal en el escroto. Esto es esencial para la formacion normal de espermatozoides, ya que
esto ocurre solo a una temperatura varios grados por debajo de la temperatura corporal
normal. Sin embargo, las temperaturas muy frias pueden dafar el testiculo. Este contiene
muchos tabulos largos, pequefios y enrollados, los tubulos seminiferos, dentro de los cuales

se forman y maduran los espermatozoides.

Dispersas por todo el tejido conectivo laxo que rodea los tibulos seminiferos hay
muchas células altamente especializadas, las células intersticiales de Leydig que producen la

hormona masculina (Turman y Rich, 2010).



2.1.2 Escroto

Las bolsas testiculares estan constituidas por una evaginacion casi simétrica de la
pared abdominal; y por lo tanto existe una relacion entre los planos anatomicos de la pared
abdominal y las capas de la bolsa testicular. Las bolsas pueden ser pendulares con un cuello
0 sésiles, con una mayor base de implantacion. En el toro o en el carnero, por ejemplo, son

pendulares con un cuello bien marcado. Sus capas son:

Escroto: es comun para los dos testiculos y esta formado por la piel y el dartos.

Envolturas del testiculo y cordon espermatico: son independientes para cada testiculo
y su cordén. Comprenden, de la superficie a la profundidad: fascia espermatica externa,
fascia cremastérica y musculo cremaster, fascia espermatica interna y lamina parietal de la

tunica vaginal (peritoneo) (Hafez, 2002).

2.1.3 Epididimo

Cada epididimo tiene un cuerpo que consiste en el conducto del epididimo que esta
muy contorneado y en donde los espermatozoides son almacenados para pasar las etapas
finales de su maduracion, y una cola del epididimo que se continta con el conducto deferente
que transporta el esperma hacia el conducto eyaculador para su expulsién hacia la uretra.
Ayuda a expulsar los espermatozoides hacia el conducto deferente durante la excitacion
sexual por medio de contracciones peristalticas del musculo liso de su pared. Los
espermatozoides pueden permanecer almacenados y viables en el epididimo durante meses
(Palacios, 2014).



2.1.4 Conducto deferente

El conducto deferente comienza en la cola del epididimo y termina en la uretra, en su
porcion prostatica. Dicho conducto se encuentra conectado al epididimo. Esta situado en la

parte de afuera, y portando uno cada testiculo (Hafez, 2002).

2.1.5 Glandulas accesorias

Las secreciones de estas glandulas constituyen la mayor parte de la porcién liquida
del semen. La glandula prostatica se encuentra en el cuello de la vejiga urinaria, donde
desemboca en la uretra. La prostata es relativamente pequefia en el toro, en comparacion con
otras especies, y produce una secrecion de gran volumen (vol.), que es rica en enzimas para
los espermatozoides. Y las glandulas de Cowper dan origen a la secrecion clara y
amortiguada que sirve para enjuagar y limpiar la uretra de cualquier residuo de orina que
pueda ser dafiino para los espermatozoides, ademas asegura un pH optimizador para el semen
(Cortes, 2017).

2.1.6 Uretra

La uretra es un solo tubo que se comunica con dos conductos deferentes.
Anatomicamente, la uretra es el canal que atraviesa el pene. La uretra sirve como un conducto

comun para el semen del tracto reproductivo y la orina del tracto urinario (Cortes, 2017).



2.1.7 Peney prepucio

El pene es el 6rgano copulador (figura 1). Esponjoso es el tipo de material dentro del
pene, se llena de sangre durante la excitacion sexual, lo que resulta en la ereccion del 6rgano.
El extremo del pene es el glande y contiene nervios ricos en nutrientes que se estimulan

durante la cépula para inducir la eyaculacion (Whittier, 2010).

. Srenne
Heaz of Epdcymls

Figura 1. Anatomiay Fisiologia del Tracto Reproductivo del Toro.

Fuente: (Turman y Rich, 2010).

2.2. Pubertad del bovino

La pubertad es la edad en la cual un animal pasa a ser sexualmente maduro y es precedida
por un periodo de maduracion sexual y desarrollo fisiolégico. La funcion de las gonadas es
regulada por factores locales enddcrinos, a través de la hipéfisis y el hipotalamo teniendo
roles criticos en la actividad de las gonadas. La edad a la pubertad para toros en el tropico se

encuentra entre 13 y 24 meses de edad (Espitia et al. 2006 ; Evans y Rawlings, 2010).



Se sabe que en los terneros se presentan distintos cambios hormonales, generalmente
esto se da a los 2 meses de edad pero depende mucho de la raza llegando hasta los 10 meses.
Los machos Holstein friesian ellos tardan un poco mas. Los androgenos testiculares forman

parte del proceso del desarrollo testicular:

De 2 a 4 meses existe un desarrollo acelerado donde se presenta la divisién de
gametos y se origina la espermatogonia tipo Al. De 2 a 4 meses hay un desarrollo testicular
rapido y de diferentes células de espermatogénesis. De 6 a 9 meses esta muy marcada la
diferenciacion celular , comienzo de espermatogénesis y produccién de metamorfosis
(Sequeira, 2005).

2.3. Espermatogénesis del bovino

El testiculo esta conformado principalmente por tubulos seminiferos, donde se
encuentran los espermatozoides y células espermatogoniales en diferentes periodos de
proliferacién y maduracion. Cuando se encuentran en periodo de diferenciacion terminal
(espermatozoides) estan situados cerca de la luz del tdbulo, mientras que cuando las células
con una menor diferenciacion estan ubicadas hacia la lamina basal (Sharma y Agarwal,
2011).

Para Sharma y Agarwal (2011), cada vez que las células espermatogoniales van sufriendo
cambios de diferenciacion, hasta el punto de poder distinguirlas en sus diferentes periodos
se les ha colocado una nueva nomenclatura. Siendo de esa manera, que se inicia con
espermatogonia fetal, esta pasara a ser una espermatogonia postnatal de transicion
(gonocitos), y posteriormente una tipo A. Las espermatogonias tipo A, tienen aun
caracteristicas de células madre y son las que entraran al proceso de mitosis, donde
posteriormente dard origen a las espermatogonias tipo B y luego a los espermatocitos

primarios, secundarios, espermatidas y espermatozoides.



Segln Staub y Johnson (2018), en los bovinos la duracién, o bien el ciclo de
espermatogénesis es de 61 dias (d), dividiéndose en tres etapas; proliferacion mitotica o
espermatocitogénesis que dura 21 d, meiosis con una duracion de 23 d y por ultimo la
citodiferenciacion o también llamada espermiogénesis con 17 d.

En la primera fase de la proliferacion de espermatogonias, cuenta con tres tipos de
células: las células madres, espermatogonias en proceso de diferenciacion y espermatogonias
en proliferacion. Las primeras células son la linea base germinal para el proceso y se
caracterizan por tener la capacidad de repoblar epitelio seminifero en caso de dafios
(Guevara, 2019).

2.3.1 Mitosis

Segun Rooij y Griswold (2012), en toros la primera division celular se da con la
presencia de la espermatogonia Ao en la cual hay procesos de division y da origen a células
hijas conocidas como espermatogonias A, una de las células permanecera como célula
madre, en cambio la otra seguira con el proceso de diferenciacion. Esta misma célula

contintia con la division mitotica dando origen a las espermatogonias Az,

Para formar la espermatogonia As e intermedias B; y Bz sucesivamente la division
continua. La lamia basal del tubo seminifero es el principal sitio donde se ubican todas estas
células. Es de suma importancia resaltar que las células espermatogoniales B2 que se
encuentren en un estado mas avanzado en cuanto a diferenciacion se dividiran dando origen
a los espermatocitos preleptoténicos, duplicandose en su ADN pero sin dividirse; pasan de

30 a 60 pares de cromosomas.



2.3.2 Meiosis

Cuando los espermatocitos primarios entran en meiosis | cuenta con 60 pares de
cromosomas, entonces al presentarse esta fase ocurre una division cromosdmica resultando
dos células hijas, pero ahora con 30 pares de cromosomas. Ha estas células resultantes
reciben el nombre de espermatocitos secundarios. Para posteriormente estas células entren
en una meiosis I, donde sufren un proceso de division y de esa manera cada una genere dos

espermatidas redondas haploides (Griswold, 2016).

2.3.3 Espermiogénesis

Para Olivera et al. (2006), encontraron que en esta fase la espermatidas pasan por un
proceso hasta convertirse en espermatozoides, pasando por cuatro fases caracteristicas como

son: la fase de Golgi, la de capuchdn, la acrosomal y la de maduracion.

En la primera fase llamada de Golgi, se acerca al nlcleo, desprende vesiculas que se
sobreponen y poco a poco se unen para convertirse en la vesicula acrosomal que generalmete
esta situada en la parte apical del nucleo. Posteriormente pasa a la segunda fase, la de
capuchdn, aqui las vesiculas formadas en la fase de Golgi, ahora se aplanan, formando una
verdadera capucha sobre el ndcleo. En la tercera fase la espermatide gira de tal forma que el
acrosoma queda en direccion de la membrana basal, en ella se depositan granulos en el
acrosoma, el citoplasma se desplaza hacia la base de la cabeza y se localiza por debajo de la
union nucleo axonema, y la morfologia del espermatozoide queda definida. En la Gltima fase,
la de maduracion, la cabeza del espermatozoide toma la forma caracteristica de cada especie
y finalmente los espermatozoides son liberados a la luz de los tubulos seminiferos (Olivera
et al., 2006).
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2.4. Caracteristicas Generales del Semen

2.4.1 Estructura del espermatozoide

Segun Garner y Hafez (1996), los espermatozoides son células alargadas consistentes
de una cabeza aplanada que contiene un nucleo y una cola que consta del aparato necesario
para poder movilizarse. La célula espermatica esta cubierta en su totalidad por una membrana
plasmética. EI extremo anterior del nlcleo espermatico estd cubierto por el acrosoma, un
delgado saco membranoso de doble capa estrechamente adherido al ndcleo durante las
Gltimas etapas de la formacion del espermatozoide en los testiculos. También consta de un
cuello que une la cabeza del espermatozoide con la cola, que también se le puede conocer

como flagelo, la cual se subdivide en los segmentos medio, principal y caudal.

2.4.2 Lamembrana plasmatica

Segun Garciaetal. (2011), describen a la membrana plasmatica como una doble capa,
que esta constituida principalmente por lipidos, que recubre al espermatozoide. Cuando se
presentan condiciones normales, los grupos hidréfilos (cabezas) de los fosfolipidos se
asocian formando las capa interna y externa de la bicapa lipidica, mientras que las colas
hidrofobas se mantienen entre ambas capas. Cuando se presenta una deshidratacion, en el
proceso de congelacion se modifica la disposicion, trayendo como consecuencia la

exposicion de la cola.
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2.4.3 Plasma seminal

El plasma seminal consiste en una compleja mezcla de secreciones que
principalmente dan origen en el epididimo y las glandulas sexuales accesorias del macho.
Este desempefia un importante rol, dando proteccion a los espermatozoides dentro del tracto
reproductivo de la hembra.(Troedsson et al., 2005).

Muifio et al. (2008), mencionan que el plasma seminal tiene una importante
participacion en la maduracion final del espermatozoide a través de cambios hormonales,
enzimaticos y modificacion de la superficie de membrana espermatica. De igual manera actla
como vehiculo para los espermatozoides. Parte de la extensa variacion de la calidad
espermatica del semen refrigerado que se observa entre machos de una misma especie puede

asociarse o referirse a diferencias en la composicion de su plasma seminal.

Augusto y Ozanam, (2012), mencionan en sus estudios que el plasma seminal logra
varias funciones en el metabolismo espermatico y el proceso de fertilizacion, dentro de estos
se incluyen: activacion de la motilidad, actividad antimicrobiana, neutralizacion de los
metabolitos de los espermatozoides y proteccion contra acrosina por inhibidores de la

proteasa.

El principal componente molecular del plasma seminal tiene caracteristicas
inherentes a cada especie y puede diferir entre los tipos y el rendimiento de las proteinas del

esperma.

El plasma seminal bovino tiene la familia de proteinas denominadas BSP-Al/-A2y
BSP-A3 (15-17 kDa), BSP-30 (28-30 kDa) (MANJUNATH, 1984) y FMP, relacionadas con
la motilidad progresiva (37,5 kDa) (Topfer et al., 2005).
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2.5. Extraccion y Recoleccién de Semen

Cuando los animales alcanzan la pubertad, la produccion de espermatozoides
continua a lo largo de su vida reproductiva. Como se sabe durante la vida reproductiva de los
sementales 0 machos, existen descansos por lo cual en estos periodos los espermas, mueren,
se degeneran y son absorbidos en el epididimo. Cuando se toman muestras de animales con
inactividad sexual, muchas veces suele suceder, que al realizar las evaluaciones
correspondientes, contenga alta mortandad y anormalidad de los mismos, es por ello que la
evaluacion de semen no debe realizarse con una sola colecta (Escamilla, 2005).

La obtencion y extraccion de semen, es el primer paso dentro de un programa de 1A,
esta labor resulta de gran importancia para la obtencion de eyaculados de buena calidad y
para la adecuada utilizacion de los sementales, consiguiéndose asi una vida prolongada para
los mismos (Garde, 1993).

Morillo et al. (2012), mencionan que se debe contar con un area de recoleccion de
semen acompafiado de un puesto de monta, piso sélido y anti resbalante, defensas de
seguridad y un ambiente de trabajo acorde con la actividad que se realiza, evitando cualquier
tipo de ruido, es sumamente importante tener el area de trabajo cerca del laboratorio donde

se realizara la evaluacion.

El método ideal para la obtencidn de muestras espermaticas no debe implicar riesgos
fisicos para los animales vivos, ni para el personal encargado de realizar la recoleccion del
eyaculado. Ademas, el semen obtenido debe tener una composicion quimica y fisica normal
(Watson y Holt, 1997).
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Existen una gran variedad de métodos recoleccion de eyaculados en animales,
principalmente son aquellos en los que se recurre al entrenamiento de los machos para poder
obtener muestras representativas de semen de forma rutinaria, mediante el empleo de una
vagina artificial. En animales no acostumbrados al manejo humano es necesario recurrir a la
obtencion de muestras de semen mediante técnicas de electroeyaculacion e inclusive algunos
otros métodos y técnicas. Esta técnica es segura, con riesgos minimos, y se ha empleado ya
en muchas especies animales, ha mostrado resultados muy significativos (Watson y Holt,
1997).

Santiago et al. (1996), en sus estudios demuestran que el método mas adecuado para
la obtencién de muestras de eyaculados en algunas especies animales como bovinos, ovinos,
caprinos y équidos es la vagina artificial, cuya temperatura (T) y presion adecuadas,
simulando de la mejor manera las condiciones naturales del deposito del semen en la vagina
de las hembras, consecuentemente provee eyaculados con caracteristicas normales y

representativas.

Inicialmente es comun entrenar los machos con hembras en celo natural o
sincronizado y posteriormente y con algo de practica puede utilizarse cualquier hembra, ain
sin estar en celo o machos de temperamento ddcil. Sementales con experiencia y buena libido
eyaculan rapidamente en el primer o segundo intento de monta, mientras que la mayoria lo
haran después de algunas montas falsas (monte y desmonte), hasta que penetren

completamente en la vagina artificial (VA) (Cortes et al., 1996).

La técnica de electroeyaculacion consiste en la obtencion de material seminal tras la
aplicacion de un estimulo eléctrico, a través de un electrodo que se inserta en el recto.
Ademas, puede utilizarse en animales en estado silvestre capturados puntualmente. Esta

técnica se ha utilizado con éxito en un amplio rango de especies animal (Giulini et al., 2004).
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Rodriguez et al. (2018), describen que para la extraccion del material seminal se
utiliza un potro o maniqui, el cual momentos antes es impregnado con secreciones vaginales
de una hembra en celo o fracciones del semen, lo cual genera un estimulo suficiente para
aumentar la actividad sexual. Para realizar esta técnica es necesario un entrenamiento previo
con el potro, siendo indispensable disponer de un lugar o sala de recoleccion donde el animal
no pueda distraerse y deberé realizar la monta normalmente sin alteraciones de ruidos, olores

o0 la vista de otros machos.

2.5.1 Metodo de la vagina artificial.

La VA consiste en un tubo cilindrico de plastico rigido y resistente, de 7 centimetros
(cm) de didmetro y 35-40 cm de largo, recubierto internamente por una camisa de goma que
se dobla sobre los extremos del cilindro formando una cdmara que se llena con agua caliente
(45-46 ° C) y aire, con el fin de proveer el estimulo adecuado de T y presion, lograndose asi
la eyaculacion. Algunas personas recomiendan el lubricar el extremo de la VA por el que
entra el pene, teniendo la precaucion de que el lubricante no sea toxico para los

espermatozoides (Morillo; et al., 2012; Mejia et al., 2008).

Teniendo en cuenta el otro extremo de la VA y de acuerdo a su longitud, se coloca
directamente una copa colectora graduada o un cono colector al que se le une un tubo
graduado (Mejia et al., 2008).

Para la monta se utiliza un sefiuelo que puede ser una vaca, un macho o un maniqui.
Antes de colectar el semen se debe de tener en cuenta dos aspectos importantes: la higiene y

el estimulo del semental (Rangel, 2007).
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Cuando se realiza el procedimiento se apoya con el método més efectivo para
estimular al toro, la monta falsa, permite la monta por parte del semental sobre el sefiuelo o
maniqui y desviar el pene tomando con la palma de la mano la piel del prepucio sin ofrecerle
la vagina. Posteriormente de algunos segundos de intento de basqueda de la vagina, el animal
desciende; nunca se deber tocar con la mano la mucosa del pene. En el siguiente intento de
monta se coloca la punta del pene desviado en la entrada de la vagina; inmediatamente el
toro se lanza hacia delante en un empuje final que acompafia a la eyaculacién. La monta falsa
en el bovino aumenta la calidad del semen en cuanto a volumen (vol.), concentracion

espermética y motilidad (Rangel, 2007).

2.5.2 Meétodo de la electroeyaculacion

Segun Escamilla (2005), la electroeyaculacion, es el método mas util para obtener
muestras de semen de toros o carnero, cuando no resulta practico o posible el uso de VA. Se
ha comprobado que las caracteristicas del semen recogido por electroeyaculacion pueden
variar un poco en relacion al obtenido con VA. La electroeyaculacion proporciona muestras
de mayor vol. y pH mas alto, pero cuyas concentraciones de células espermaticas son

inferiores.

La técnica de electroeyaculacion consiste en dar pulsos eléctricos muy leves en la
prostata y vesiculas seminales para que el animal presente ereccion y eyaculacion. El
mecanismo del electroeyaculador, da descargas eléctricas a las glandulas accesorias del
aparato reproductor del macho, como son las vesiculas seminales y la prostata, pero
principalmente el centro eyaculatorio que se encuentra en las ramificaciones nerviosas de la
columna vertebral, entre las Ultimas vértebras lumbares y las dos primeras vértebras sacras
(Mejia et al., 2008;Duarte, 2012; Cancino, 2009).
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Para aplicar los estimulos, primeramente se debe activar el boton de funcion “Batt”
que tiene significado de bateria o bien boton de encendido. Para introducir el
electroeyaculador, es de importancia asegurarse que este apagado, para evitar cualquier
accidente o movimiento brusco en nuestro ejemplar. El botdn se regresa a la posicion inicial
(girdndolo hacia la izquierda) y se continda girando hacia la derecha, cuidadosa y
ritmicamente, incrementado progresivamente la intensidad del estimulo hasta lograr la
primera reaccion del toro, la cual generalmente se manifiesta por una contraccion del esfinter

del ano que trata de empujar hacia adentro el electrodo (Barrios, 2005).

2.5.3 Meétodo de masaje transrectal

Segun Angelino (2009), esta técnica requiere dos personas, una para efectuar el
masaje rectal y otra para colectar el semen. El toro se ubica y mantiene en una manga o
prensa. Después de remover completamente las heces del recto, este método consiste, en
esencia, aplicar un masaje longitudinal repetitivo hacia delante y atras, principalmente sobre
la terminacion de los canales deferentes, de las vesiculas seminales y de la region de la
prostata, introduciendo la mano y el antebrazo en el recto del animal. Ocasionando que el
semen fluya hacia la uretra pélvica. Al iniciarse la pulsacién del musculo uretral, el masaje
debera continuar en sincronia con las pulsaciones que otra persona recoge con una probeta

de vidrio.

Aquellos reproductores que han tenido un adecuado descanso sexual, son ddciles y se
manejan con calma, son buenos candidatos para esta técnica. También se recomienda en

animales que posean lesiones dolorosas en cuartos posteriores (Pezzone, 2008).
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2.5.4 Extraccion testicular de espermatozoides

Cuando un animal de valor genético importante y tiene alguna incapacidad para
realizar la monta o tiene dificultades de eyacular, se podria aplicar la técnica de extraccién
espermatica de la cauda epididimaria mediante una biopsia, la cual es depositada en una caja
de Petri con 1 ml de medio de cultivo. Con ayuda del microscopio estereoscépico y par de
agujas para insulina se realiza una diseccion completa del tejido. Posteriormente se toma una
alicuota de 10 microlitro (ul) y se deposita en una caja de cultivo para ser examinada en un
microscopio invertido y buscar la presencia de espermatozoides (Rodriguez et al., 2018).

Es importante realizar lo mas preciso y pronto posible este procedimiento para avisar
el resultado al cirujano que realiza la obtencion de la biopsia y evaluar la posibilidad o

necesidad de obtener una segunda muestra.

En los casos anteriores al tener completa la muestra, se procede a realizar lo siguiente,
afiadiendo un volumen méaximo de 0.5 ml de medio y centrifugando 10 minutos a 12 g. se
resuspende el pellet formado en un vol. conocido de medio de cultivo y proceder con su

utilizacion o conservacion (Rodriguez et al., 2018).

2.6. Evaluacién Macroscopica

2.6.1 Color

Olivares y Urdaneta (1985), describen que depende de la cantidad de
espermatozoides; cuando el semen es de buena calidad, presenta una coloracién blanco

lechosa o cremosa y cuando es de baja calidad su color es similar a leche aguada.
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Suele suceder que el semen presenta color verdoso, lo cual indica la existencia de
procesos necrotizantes, de caracter purulento, causados por algtn 6rgano del aparato- genital
masculino. Las muestras seminales pueden estar coloreado de rojo vivo por la presencia de
sangre cuando hay presencia de heridas ya sea cerca o inclusive dentro del prepucio, el glande
o la uretra, a menudo producidas durante la recoleccién artificial. Cuando el semen tiene
presencia de pus es un indicativo de inflamacion. La sangre contiene eosinofilos, que
presentan una enzima (amilasa) que destruye los factores de capacitacion producidos en el
epididimo (Curbelo y Rodriguez, 2013).

2.6.2 Volumen

Sarabia (2015), menciona que el vol. del eyaculado es principalmente aportado por
las vesiculas seminales y glandula prostatica, con un pequefio aporte de las glandulas
bulbouretrales y el epididimo. El vol. del liquido seminal es esencial para obtener el nUmero

total de espermatozoides y células no espermaticas en el eyaculado.

El vol. de eyaculado tiene un rango entre 2 'y 12 mililitros (ml) todo dependiendo de
la edad del animal, pero sobre todo existe un promedio entre 4 y 6 ml, se mide en el tubo
colector graduado de uso de laboratorio, y varia fisiolégicamente en funcion de varios
factores tales como son: edad, raza, preparacion sexual, tamafio y circunferencia testicular
asi como caracteristicas individuales de los mismos, método de coleccién y frecuencia de

recoleccion (Rutter y Russo 2006) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Escala de evaluacién de volumen seminal en toros

Parametro Valores
| (Bueno) Il (Regular) [l (Malo)
Volumen ml 3-5 2-4 <2-4
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2.6.3 Aspecto

El semen con aspecto opaco Yy relativamente uniforme, indica una alta concentracion
de células espermaticas. Las muestras traslucidas contienen pocos espermatozoides, la
muestra debe estar libre de pelos, suciedad y otros contaminantes. Aspecto lechoso o con
fragmentos de material, debe desecharse ya que es un indicativo de infeccion, los toros
pueden producir semen de color amarillo debido a la presencia inocua de riboflavina. Un
semen limpio también debe de estar libre de orina, es muy facil de identificarla ya que cuenta
con un olor muy caracteristico. Los animales jovenes y los de menor talla dentro de una

especie producen menor vol. de semen (Hafez y Hafez, 2000).

Un semen que presenta color blanco, marfil, blanco amarillento o inclusive grisaceo,
se esta hablando de una muestra normal. Muchas de las veces, cuando el semen presenta
tinte amarillento, es razon de ciertos pigmentos. La coloracion de todos sus eyaculados esta
dentro de la gama de los amarillentos. Cuando se presentan habitualmente eyaculados
amarillentos, se debe sospechar de agentes patologicos. Todo aquello que se aparte de estos
colores se considera anormal y habra que determinar el motivo de ese hallazgo. Como colores

anormales mas frecuentes se describen los tonos verdosos Yy rojizos.

Mediante la observacion del aspecto y segun la densidad aparente de un eyaculado
puede estimarse aproximadamente, aunque de manera subjetiva, el grado de concentracion

espermatica (Cuadro 2).

Cuadro 2. Esqguema del grado de concentracion espermética (numero de
espermatozoides por mma3)

Fuente: (Rutter y Russo,2006).

Semen Concentracion aparente Aspecto
Muy denso Mas de 1.300.000/mm?3 Cremoso
Denso Entre 800.000 y 1.300.000/mm?3 Lechoso
Semi-denso Entre 500.000 y 800.000/mm? Turbio
Ralo Entre 200.000 y 500.000/mm? Seroso
Oligozoospermico Menos de 200.000/mm? Seroso a acuoso
Azoospermico Ausencia de espermas en él Acuosos

. campo optico
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2.6.4 Olor

Segln Vera (2011), el semen fresco de toro tiene un olor tipico producto de la
aspermia. El olor es un poco dulzén, recordando el de leche fresca; muchas veces se
encuentra enmascarado por el olor tipico del animal mismo y de la cavidad prepucial. El olor
a orina es indeseable, asi como el olor patrido ya que confirman enfermedades del testiculo

y de las glandulas sexuales accesorias.

El olor del semen es caracteristico de cada especie animal (sui generis) y
generalmente no es muy intenso. Si se mezcla con orina, pude tomar un olor urinoso, mientras
que si el olor se intensifica a un olor de putrefaccion, se debe a la mezcla de productos
purulentos y restos necréticos, toma de mismo olor cuando el orificio del prepucio esta

lesionado o presenta contaminacion (Moncayo, 2016).

2.6.5 pH

Refleja el balance entre las diferentes secreciones, principalmente entre el pH alcalino

de vesiculas seminales y el acido de la prostata (Lépez et al., 2012).

Segun Padron et al. (1998), el pH del semen varia normalmente en un rango muy
estrecho (7,2 - 8,0), pocos son los trastornos capaces de alterarlo. Se ha sugerido que un pH
elevado (> 8) puede considerarse un signo de infeccién seminal si se asocia a otros sintomas
y signos de sospecha, mientras que un pH disminuido (< 7,2) se observa cuando existe un
déficit de la funcidn de las vesiculas seminales, en especial en pacientes con el sindrome de

ausencia funcional de los conductos eyaculadores.
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El pH varia entre 6,2 y 6,8 en un eyaculado normal; puede virar al pH alcalino en
seminovesiculitis, epididimitis, cuando existe contaminacién importante, o contiene muchos

espermatozoides muertos (Rutter y Russo, 2006).

2.7.  Evaluacion Microscopica

Las caracteristicas microscOpicas que se evalian en el semen de bovinos son:

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

2.7.1 Motilidad espermatica

La motilidad espermaética, se puede determinar en base a la proporcion de
espermatozoides progresivamente méviles y se determina en porcentaje (%). Para realizar el
procedimiento se coloca una gota de semen, sobre a lamina portaobjetos y se recubre con la
laminilla. Se observa al microscopio con el objeto 40 x. Un espermatozoide con motilidad
progresiva, es aquel que se mueve de un punto a otro, en una linea mas o menos recta (Lopez
etal., 2012).

Lopez et al. (2012), describen la movilidad como uno de los parametros mas
importantes en la evaluacién de una muestra de semen. Un espermatozoide inmdvil es

incapaz de atravesar el moco cervical y mucho menos las envolturas del ovocito.

Para Madrid (2005), es importante resaltar que al determinar la motilidad, no se toma
en consideracion, la habilidad de las células espermaticas para desarrollar ciertos procesos
importantes para la fertilizacion in vivo, como son la capacitacion, la reaccion del acrosoma

y la fertilizacion.
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La valoracién de la motilidad como Unico parametro de calidad seminal no es
suficiente para predecir la capacidad fecundante del semen, es s6lo uno de los requisitos que
ha de cumplirse, de ahi que la correlacion existente entre la motilidad de una muestra de
semen y su fertilidad real, aunque significativa, sea baja (Veloz, 2017).

2.7.2 Motilidad masal

La motilidad de los espermatozoides es un elemento importante para determinar la
calidad del esperma. Los espermatozoides se mueven gracias a la contraccion del filamento
axial de la cola. La motilidad masal (MM) se define como la proporcion de espermatozoides
que presentan algun tipo de movimiento y a los que se les concede un % estimado (Diaz et
al., 1989).

Segun Birogliatt (2013), al evaluar la motilidad espermatica lo hacemos de dos
maneras: La examinacion de gota gruesa 0 MM y la evaluacién individual de motilidad
progresiva. Ambas deben ser realizadas inmediatamente luego de la colecta con platina
térmica y materiales atemperados. ElI movimiento de masa depende de tres factores:
Concentracion, % de células con movimiento progresivo, y la velocidad de movimiento de
los espermatozoides o tambiéen llamado vigor. Cuando uno de estos factores se encuentra
disminuido, las ondas rapidas en remolinos esperadas son severamente deprimidas o

eliminadas.

La MM se puede observar colocando una pequefia gota de semen sobre una placa
portaobjetos a temperatura de 37 °C y observandola en el microscopio en aumento de 10X o

40X; alli se observa el movimiento en masa o la denominada formacion de “olas”.
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Esta MM estd directamente relacionada con la concentracion espermatica, el
movimiento progresivo y el vigor de ese movimiento; asi, a mayor cantidad de
espermatozoides se formara una mayor cantidad de olas; se expresa en una escala de

calificacion subjetiva de 1 a 5 (Péez y Corredor, 2014).

2.7.3 Motilidad Individual

Para Hafez y Hafez (2000), esta variable evalla el % de células moviles en semen
diluido. Para la evaluacion se usa una escala de 0 a 100 %, considerando que motilidades
>70% son excelentes, entre 50 a 70% buenas, 30 a 50% regulares y < a 30% malas (Cuadro
3).

Para la evaluacion de motilidad individual se debe colocar una gota de 3 pl
directamente sobre el porta y cubre objeto nuevos, perfectamente limpios y templados. Se
debe preparar la primera muestra con semen sin diluir y posteriormente si es necesario se
pude diluir con extender de congelacion. Para la motilidad progresiva individual, la siguiente

descripcion es usada:

e Muy Buena cuando tenemos un 80 - 100% de células moviles,
e Buena cuando tenemos 60 - 79% de células moviles,
e Regular cuando el 40 - 59% de células moviles

¢ y finalmente Pobre cuando menos de 40% de células moviles.

En la observacion de la motilidad individual nos proveen informacion de la integridad

de membrana y de la morfologia espermatica (Birogliatt, 2013).
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Cuadro 3. Escala de evaluacion de la motilidad individual de los espermatozoides.
Fuente (Rutter y Russo, 2006).

Escala Caracteristicas
0 Inméviles o muertos
1 Girando entre si, sin movimiento progresivo
2 Movimientos anormales, en ocasiones
progresivo.
3 Con movimiento progresivo lento y ondulatorio.
4 Con movimiento progresivo rapido.
5 Con movimiento progresivo rectilineo muy

rapido.

Para la motilidad individual se han podido observar diferentes tipos de patrones en
movimiento. La motilidad se puede alterar un poco con el diluyente empleado, teniendo como
respuesta, incrementar la velocidad de la medicion. Después de la dilucion inicial, un
porcentaje elevado de los espermatozoides puede mostrar un patron de movimiento circular,

que por lo general se resuelve después de 5 a 10 minutos en el diluyente (Veloz, 2017).

Si los espermatozoides nadan en movimiento circular estrecho, ello significa que tal
vez sufrieron choque por frio. EI movimiento oscilatorio podria definirse como células
envejecidas 0 en proceso de secarse. Los patrones de motilidad también se correlacionan con
la fertilidad o subfertilidad en machos. La motilidad es rutinariamente evaluada por
estimacion visual del % de células mdviles, por lo cual el resultado es subjetivo (Curbelo y
Rodriguez, 2013).

2.7.4 Vigor

Rutter y Russo (2006), describen el vigor como la medida del grado de intensidad
del movimiento progresivo rectilineo. Este se evalla sobre la misma preparacion utilizada

para estudiar el movimiento individual. Se mide en una escala subjetiva de 0 a 5.
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2.8.  Morfologia Espermética

Hace referencia al estudio de la forma del espermatozoide que permite determinar
las posibilidades de fertilizacion de la célula. Aquellos eyaculados con una gran cantidad de
células anormales tendrdn menos posibilidades de ser fértiles (Gualancafiay, 2012).

Figura 2. Esquema de un espermatozoide.

Fuente: (Hidalgo, Tamargo y Diez, 2005)

Los espermatozoides del toro, miden de longitud entre 68 a 74 micras, y estan

constituidos por cabeza, cuello, pieza intermedia y cola.

Para Vilanova y Ballarales (2005), consideran que un buen productor de semen no
debe de presentar mas del 30 % de anomalias espermaticas totales en el eyaculado
recolectado. Hafez y Hafez (2000), mencionan que, en los toros cuando las células
espermaticas exceden el 20% es caracteristico que la fertilidad disminuird. Cada muestra de
semen contiene algunas células espermaticas anormales.
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La evaluacion morfoldgica se puede realizar por medio de una tincién con eosina-
nigrosina o con tinta china. En la evaluacion morfoldgica es necesario determinar la cantidad
y el tipo de anormalidades; se acepta un maximo de 30% de espermatozoides anormales
(Péez y Corredor, 2014).

En estudios realizados por Muifio (2008), establecido distintas clasificaciones de las

anomalias espermaticas atendiendo a distintos criterios:

e Dependiendo de si se originan en el testiculo (anomalias mayores) o a lo largo
del trénsito epididimal o tras la eyaculacion (anomalias menores).

e De si estdn asociadas a infertilidad o no (primarias o secundarias,
respectivamente).

e De la region espermatica implicada (anomalias de la cabeza, de la pieza

intermedia o de la pieza principal).

También se describe que cualquier anomalia, ya sea primaria o secundaria, si afecta
a un numero elevado de células espermaticas, y por consecuencia repercutir directamente en

la fertilidad del semen.

2.7.5 Malformaciones primarias y secundarias

Es de las clasificaciénes mas usadas en la bibliografia, pero no por ello la mas exacta.
Las malformaciones primarias por definicion, son aquellas que se originan dentro del
testiculo durante la espermatogénesis y malformaciones secundarias son aquellas que se
originan dentro del epididimo; cabe destacar que por definicion se denota el origen y no la
severidad del defecto (Fig. 3) (Gomez y Migliorisi, 2015).
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Buzdén (2013), menciona que los defectos primarios que se presentan son
considerados mas severos y se cree que su origen es durante la espermatogénesis dentro del
epitelio seminifero testicular. Las alteraciones que se presentan de este tipo, se detectan
facilmente gracias al estudios de evaluacion morfologica, ademéas aporta informacion
sumamente valiosa e importante ya que estas anomalias se consideran que estan entre
moderada y altamente relacionadas con la fertilidad de sementales. Los defectos mayores
estan relacionados con las alteraciones de la fertilidad, mientras que los menores no producen

trastornos de consideracion en este aspecto (Rutter y Russo, 2006) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Esquema de composicion de los sistemas de clasificacion de algunos
defectos morfoldgicos.

Fuente: (Rutter y Ruso, 2006)

Defecto Clasificacion primaria Clasificacion mayores-
secundaria menores

Gota protoplasmatica
Proximal Primaria Mayor
Distal Secundaria Menor

Anormalidades de cola

Enrollada compacta Primaria Mayor
Enrollada alrededor de Primaria Mayor
la cabeza

Colas dobladas Secundaria Menor
Defectos de pieza . Primaria Mayor
intermedia

Defectos de la cabeza

Piriforme Primaria Mayor
Estrecha Primaria Mayor
Pequefia Primaria Mayor
Larga Primaria Mayor
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Figura 3. Evaluacion microscOpica, anormalidades primarias y secundarias.

Anormalidades secundarias

Fuente: (Hincapie, 2015).

2.9. Conservacion de Semen Bovino

Segun Holt (2000), cuando se descubrio el glicerol como agente crioprotector efectivo
y del establecimiento de las técnicas basicas de criopreservacion, el semen de una variedad

de especies se congela y utiliza con éxito en la IATF.

Cuando se hace una reduccion de la T por debajo de los 37°C y, principalmente, de
los 20 °C induce una serie de alteraciones de naturaleza biofisica en el espermatozoide. El
mayor desafio para las células en el proceso de congelacion no es resistir a las bajas T del
nitrégeno liquido, sino mantener la viabilidad en un rango de T, entre los -15 y -60 °C
(Amann y Pickett,1987; Mazur, 1984).

En sus investigaciones Rodriguez et al. (1975), mencionan que para las células
espermaticas, la tasa Optima de descenso de la T oscila entre 10-100 °C/minuto, ya que

velocidades superiores o inferiores provocan una disminucién de la supervivencia.
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Hafez y Hafez (2000); Parks y Graham, (1992), en sus estudios demostraron que si
se agregan crioprotectores como glicerol o dimetil sulfoxido al medio de congelacion, es
posible que retarde la deshidratacion de las células, y el consecuente dafio por el efecto de
disolucion. Por tanto, la deshidratacion osmoética, méas que la formacién de hielo intracelular,
es la principal causa de las alteraciones ultraestructurales de la membrana, y una de sus

consecuencias es la pérdida de la selectividad de la membrana .

El proceso de criopreservacion incluye cinco etapas: dilucion, refrigeracion, adicion
del crioprotector, congelacion y descongelacion. Mientras que algunas fases son
relativamente inocuas, otras son muy estresantes, como es el caso de la refrigeracion y la
congelacién. Cada etapa del protocolo ejerce una interaccion especial con la estructura, la
funcion de la membrana y con el metabolismo celular (Watso, 1955; Hammerstedt et al.,
1990).

2.10. Refrigeracion de Semen

La conservacion de semen en fresco es utilizada con gran éxito en ovinos, porcinos y
camellos y para ella, son utilizados principalmente los diluyentes de corta duracion; la
muestra seminal se almacena a una temperatura de 15-17°C (temperatura ambiente), con el
objetivo de poderse emplear inmediatamente después de su recoleccion o, en tal caso,

transportar la muestra a cortas distancias para su uso ( Pérez, 2008; Tejo et al., 2013).

La metodologia mas utilizada cuando se desea conservar semen en forma liquida por
periodos no mayores de 24 h es mediante la refrigeracion a 5°C, proceso con el cual se
obtiene una reduccidén en la motilidad y actividad metabdlica. Esta reduccién en la motilidad
puede restablecerse a niveles casi normales cuando los dafios producidos por el choque

térmico sean minimos (Vivanco, 1998).
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La Conservacion en estado refrigerado (en estado liquido, fresco): su conservacion
puede ser entre 15-20°C o entre 4-5°C. Mediante la conservacion a 5°C, se disminuye la
actividad metabdlica de los espermatozoides y se produce una reduccion en el crecimiento
bacteriano, llevando al eyaculado a extender su supervivencia. Es posible la implementacion
de semen refrigerado a 5°C en un programa de IATF, ya que se estima una vida Util de entre

2y 4 d, facilitando su transporte e implementacion (Vishwanath y Shannon, 2000).

La refrigeracion implica un riesgo en la sobrevida de los espermatozoides; para
preservarlos durante periodos prolongados, su actividad metabdlica debe ser reducida
mediante la dilucion en un medio apropiado y la reduccion de la temperatura (Hynes et al.,
2014).

Segun Lemma (2011), el semen almacenado entre 5-8°C sobrevive entre 24-48 h sin
una disminucion significativa en la motilidad y hasta 96 h sin un marcado descenso en el %
de fertilidad.

Dentro de las biotecnologias se debe resaltar la importancia de la refrigeracion de
semen. Las celulas espermaticas de los ovinos pueden ser conservadas por largos periodos a
temperatura ambiente, no obstante la conservacion entre 10 a 15°C 0 0 a 5°C, con disminucién
gradual de la temperatura es mas apropiado para conservar la integridad celular (Simplicio
et al., 2007; Bicudo et al., 2003).

La refrigeracion es una alternativa a €l semen congelado, cuando la inseminacion es
hecha dentro de un corto espacio de tempo después de la colecta, Salomon et al. (2007) y
Salomon y Maxwell (2000) reportaron una buena cualidad de semen de carneros, mantenidos

a 5°C por 6 dias, sin embargo la tasa de fertilizacion después del dia 6 y 8 cayd drasticamente.
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England y Ponzio (1996) demuestran en sus estudios, alteraciones en la integridad
acrosomal capacitacion espermatica y motilidad durante la refrigeracion por periodos
variables. A pesar de eso, la refrigeracion posee ventajas sobre la congelacién por tener una
alta cualidad seminal y un menor precio, viabilizando la técnica para periodos de

almacenamiento cortos.

Independiente del diluyente, tasa de dilucién, temperatura o condiciones de
refrigeracion, cuanto mayor el tiempo de refrigeracién, mayor tasa de deterioro de la célula,
la cual es acompariada por un declino en el transporte y sobrevivencia del espermatozoide en
el tracto reproductivo dela hembra y, consecuentemente, reduccion de la fertilidad
(Vishwanath y Shannon, 2000).

Rodrigues y Valenzuela (2019) realizaron un estudio donde utilzaron muestras
seminales de 5 ovinos, mantenidas en contenedores de transporte de semen, refrigeradas en
diluyentes a base de yema de huevo y lecitina de soja, en temperatura de 15 °C, durante 12,
24 y 48 horas, y evaluadas segun su motilidad, vigor, integridad de membranas plasmatica y
acrosomal, morfologia y actividad citoquimica mitocondrial y obtuvieron los siguientes
resultados: demostraron que el diluyente a base de lecitina de soja, por un lado, pudo
mantener mejor la integridad de membrana acrosomal (92.37 + 0.90; 89.54 + 1.07; p=0.04),
pero, por otro lado, presentd mayor cantidad defectos espermaticos totales (10.92 + 0.97;
6.62 + 0.83; p=0.0008), el tiempo de refrigeracion que mas causé dafio a las células
espermaticas fue de 48 horas, donde hubo significativo descenso en la motilidad, vigor,

integridad de membranas y actividad mitocondrial.

2.10.1 Ventajas del semen refrigerado

Para Vishwanath y Shannon (2000), el semen refrigerado presenta las siguientes:

Ventajas
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e Bajo nimero de células espermaticas por pajilla.
e Se puede almacenas a bajos precios.
e Se puede emplear o implementar de una manera facil y eficiente en el campo.

e Se obtiene mayor cantidad de dosis.

2.10.2 Desventajas del semen refrigerado

e Vida util limitada, con la imposibilidad de almacenar las muestras por largos

periodos.

2.11. Diluyentes

Los diluyentes son compuestos quimicos, o conjunto de sustancias que preservan la
viabilidad y fertilidad del semen, a la vez que posibilitan el procesamiento de un nimero
previamente establecido de espermatozoides, acondicionados en envases adecuados, de un

tamafo conveniente para la inseminacion (Cavestany, 1994).

2.11.1 Funciones de un diluyente:

e Proveer nutrientes a los espermatozoides, como fuente de energia.
e Proteger los espermatozoides contra los efectos dafiinos de un enfriado rapido.

e Proveer un buffer para prevenir efectos nocivos de cambios de pH al formarse
acido lactico, resultante del metabolismo de la glucosa por los

espermatozoides.
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e Mantener una presion osmotica y un balance electrolitico adecuado.

e Inhibir el crecimiento bacteriano.

e Aumentar el volumen de semen de modo que pueda ser utilizado para
maltiples inseminaciones.

e Proteger los espermatozoides del congelado (Cavestany, 1994).

2.12.  Componentes de los Diluyentes

2.12.1. Azucares

Reyes, (2005), dice que uno de los principales componentes sumamente importante
en los diluyentes, son los azucares, ya que actian como fuente de energia para los
espermatozoides durante el almacenamiento, tal como la glucosa y fructosa. Estas mismas
también tienen funcion crioprotectora, de tal forma que mantienen e incrementan la presion
osmotica de manera extracelular en el espermatozoide, permitiéndole mantener la integridad

de la membrana espermatica al ser almacenada por un largo periodo.

2.12.2. Sustancias tampén

Los diluyentes deben incluir compuestos que tengan la capacidad tamponante, ya que
existen grandes cambios en el pH del semen, causando dafios en los espermatozoides, bien

infertilidad o mortalidad espermatica (Rasul, 2000).
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Purdy (2006), menciona en sus trabajos de investigacion, que con el propdsito de
mantener la viabilidad y la capacidad fecundante de las células espermaticas es relativamente
importante conservar un ambiente adecuado, mediante el control de las variaciones del pH
en todos los medios de crioconservacion. El plasma seminal, una de sus principales funciones
es precisamente la de amortiguar los cambios en el pH en condiciones naturales (in vivo).
Por esta razon, las sustancias que amortiguan los cambios de pH son incluidas de manera

rutinaria en la crioconservacion, para reducir los cambios al minimo.

2.12.3. Sustancias organicas

Las sustancias organicas son las que previenen el choque por enfriamiento, por

ejemplo la yema de huevo por medio de sus lipoproteinas, fosfolipidos y lecitinas.

La yema de huevo es un ingrediente cominmente utilizado para la congelacion ya
que preserva la motilidad e integridad de las membranas del acrosoma y mitocondrias del

espermatozoide, ademas es un buffer osmotico (Reyes, 2005).

2.12.4. Crioprotectores

Los diluyentes seminales deben cumplir con ciertos requisitos, tal es pH, capacidad
tampdn, osmolaridad y fuerza ionica. Ademas, deben de contener una fuente de energia para
el espermatozoide, no deben deteriorarse durante el almacenamiento previo a su uso y sobre
todo deben de proporcionar a los espermatozoides proteccion en cuanto a la bajada de

temperatura, ya sea refrigeracion, congelacion, y descongelacion (Watson, 1979).
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Ha pesar de su importancia, han sufrido pocas modificaciones en las Ultima décadas
en general, los medios de crioproteccion, se incluyen como principal componente los agentes
crioprotectores, tanto penetrantes, como no penetrantes, azucares, lipoproteinas, detergentes,

aditivos y finalmente antibiéticos (Watson, 1979).

2.13. Principales Diluyentes Utilizados para Semen Bovino

2.14.1 Triladyl®

El trilady®I es un concentrado esteril que se utiliza en la preparacion de un diluyente
que contenga yema de huevo, esto para la congelacion de semen de toros en un solo paso,
ademas es ideal en la congelacion de semen en otros rumiantes tal es el caso de ovinos,
caprino y ciervo. Su contenido en antibidticos corresponde al estandar de la UE: EC norma
88/407. Esta compuesto principalmente de TRIS (Hidroximetil amino metano, funciona
como amortiguador sintético), Acido citrico, Azlcar, Tampones, Glicerina, Antibidticos y
Agua de extrema pureza. Un preparado de 100 ml del diluyente contiene (unidades activas)
Tilosina 5,7 mg, Gentamicina 28,6 mg, Espectinomicina 34,3 mg y Lincomicina 17,2 mg.
(Manual de Triladyl, s/f)
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2.14.2 Citrato de Na - Yema de huevo

El Citrato de sodio es un agente quelante, que fija s6lidamente el calcio y otros iones
metalicos y dispersa los glébulos grasos de la yema de huevo, hasta el punto que pueden
verse aisladamente los espermatozoides mediante un examen microscdpico. Un tampdn
citratado isotonico con el esperma del toro estd formado por 2'9 g de Na3C6H507 . 2H20
por 100 ml de agua destilada. Es sumamente importante resaltar que los dilutores
conteniendo yema de huevo son beneficiosos en la preservacion de la fertilidad de
espermatozoides, en la proteccién contra el shock por frio y variaciones de temperatura de
conservacion, por las lipoproteinas y lecitinas contenidas en la yema de huevo (Palomino et
al., 2001; Salisbury y Vandermark, 1964).

Cuevas (2018), realizo un estudio comparativo de tres diluyentes, en donde evalud
citrato de sodio con yema de huevo, en la preservacion de semen caprino, estimando la
respuesta de cada diluyente en la fase de pre-congelacion, y otro en la post-descongelacion.
Los resultados obtenidos en la primer fase el Citrato de sodio, obtuvo valores promedio del

60% de motilidad y en la segunda fase valores promedio de 22% respectivamente.

2.143 TRIS

Segun la pagina Contexto Ganadero (2019), el Tris (hidroximetil) es usado como el
principal componente en el diluyente para la congelacion del semen de toro, por su
predominante capacidad buffer, diurética y actividad osmdtica, asi como una baja toxicidad

a alta concentracion.
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Solis (2014), menciona en su trabajo de investigacion que la solucién Tris contiene
una solucion buffer bioldgica comin que utilizada principalmente en el proceso de extraccion
de ADN vya que es altamente sensible al pH de cualquier tipo de fuente durante dicho proceso.
La solucién Tris se utiliza durante la lisis celular, la eliminacion y la precipitacion de

componentes celulares no deseados para mantener un pH estable.

2.14.4 Andromed®

Para Salisbury et al. (1978), mencionan que este diluyente esta compuesto a base de
lecitina de soya libre de compuesto de origen animal, principalmente para dilucion y
congelacion de semen de bovinos. También ha logrado tasas de no retorno has 2,6 mayores
en comparacion con diluyentes preparados a base de yema de huevo.

Las ventajas que presenta el diluyente andromed es que carece de yema de huevo, por
lo tanto no tiene ingredientes de origen animal, por lo cual no existe riesgo que se contamine
por carga bacteriana, contiene una formula antibiotica estandarizada, tiene altas tasas de

concepcion, aumenta la tasa de no retorno, facilidad de uso y preparado (Salisbury, 1982).

2.14.5 Optidyl®

Elaborado por Cryo Vet S.A.S. Es un concentrado para diluyente con formula tris,
yema de huevo ionizada, glicerol, antibiético (penicilina, estreptomicina, espectinomicina,
lincomicina). Ofrece buenos % en la movilidad, facil uso, ya que se puede hacer usando
solamente agua, esta esterilizado por irradiacion, ademas sus resultados estan 100 %
probados (Garcia, 2016).
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Sanchez (2018) en su tesis de licenciatura, realizd evaluaciones de respuesta de tres
diluyentes de semen de 5 bovinos del establo lechero, donde se les extrajo semen por el
método de electroeyaculacion; entre los diluyentes evaluados precisamente uno es optidyl,
siendo el segundo mejor diluyente en la preservacion de la motilidad espermatica, se evalud
en dos etapas, pre-congelacion y post-congelacion, presentando 70 y 45% de motilidad

respectivamente para cada etapa.

2.14.6 Optixcell 2®

Este diluyente se fabrica en una planta que cumple los requisitos de buenas préacticas
de fabricacion CGMP y la normativa 1ISO9001:V2008. Todos los lotes se prueban con semen
vivo. Los antibidticos incluidos en este dilutor cumplen con la Directiva UE 88/407/CEE,
modificada por la 2003/43/CE (IMV, s/f).

Evita el transporte de microorganismos patdgenos. Produccion de metabolitos y
toxinas nocivos. Cuenta con un equilibrio seguro las 24 h por lo cual permite una mejor
organizacion del trabajo, haciendolo mas flexible. La motilidad posterior a la descongelacion

mejorada en concentraciones suboptimas.

Optixcell® funciona significativamente mejor que la yema de huevo Tris con un bajo
nimero de espermatozoides por dosis. Los parametros de motilidad son significativamente

mas altos en éste, que en los diluyentes de yema de huevo Tris o lecitina de soya.
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Un estudio ejecutado por Crespo (2020), en el cual seleccionaron 7 toros, a los que
utilizando vaginas artificiales se les extrajo el semen para evaluarlo en fresco y medir
variables de interés reproductivo; una vez calificado el semen, se procedié a congelarlos
utilizando medios comerciales como el Two Step, Triladyl, Andromed y Optixcell, para
posteriormente evaluarlos post-descongelacion donde se obtuvieron los siguientes
resultados: se observé mayor viabilidad a la hora cero y a las dos horas con el medio
Optixcell presenando valores medios de % de motilidad de 45% y 40% respectivamnete para
cada tiempo, lo cual indica en este estudio, que Optixcell es superior a los otros diluyentes a
la hora de compararlos.
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Il MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacién del Area de Estudio

El presente trabajo de investigacion, las extracciones con el posterior procesamiento

del material seminal y el primer monitoreo del eyaculado (tiempo 0 h) se realizo, en el rancho

experimental Los Lngeles, propiedad de la Universidad Autdnoma Agraria Antonio Narro,

cuya superficie es de 7,000 ha y se ubica a 34 km al sur de la cabecera municipal de Saltillo,
entre los 25°04° 127 y25° 08’ 517 latitud norte y 100° 58” 07 y 101° 03’ 12” longitud oeste,

con una altitud de 2 150, asi como en el laboratorio ubicado en la Universidad Autdnoma

Agraria "Antonio Narro™ en la Exhacienda de Buenavista, sus coordenadas geograficas son:
100° 59' 5 7" longitud oeste y 250° 23 ' 42" longitud norte, 7 kildmetros al sur de la ciudad
de Saltillo, capital del estado de Coahuila.(Serrato, 1982; Narro, 1998).

3.2.  Materiales

Extraccion

Sementales

Tijeras

Agua destilada

Cinta para medicion de circunferencia escrtal
Protector para tubo de ensayo

Tubo de ensayo graduado

Toallas de papel higiénicas

Lubricante
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Extencion eléctrica

Guantes para palpar

Cono de latex

Electroeyaculador automatico (Electrojac)

Prensa para sujetar sementales

Evaluacién

Gradilla

Termometro

Portaobjetos

Cubreobjetos

Microscopio

Pipetas seroldgicas
Colorante Eosina-nigrosina
Frascos de vidrio

Tiras para medir pH

Procesamiento

Etiqutas para maracar tubos de ensayo
Agitadores

Diluyentes

Yema de huevo

Agua biodestilada

Matraz Earlen-meyer

Pipetas Pasteur

Autoclave para esterilizar material

42



e Papel aluminio
e Cinta

e Papel filtro

e Gasa esteril

e Refrigerador

e Hielera

e Hielos

e Refrigerantes

3.3.  Sementales Utilizados

Para llevar a cabo la ejecucion de este trabajo se utilizaron 6 toros de diferentes edades
(entre 2 y 6 afios) de la raza Charolais que contaban con el nimero de identificacion propio
del Rancho Experimental Los Angeles y Santa Teresa la Rueda (052, 040, 016, 019, 706 y
911), ambos propiedad de la UAAAN, presentando variabilidad referente a peso,

circunferencia escrotal y alzada.

3.4. Método de Obtencion de la Muestra de Semen

Para obtener las muestras de semen para el presente estudio, se realizo a través de la
técnica del elecroeyaculador (automatico) descrita por Escamilla, (2005), Mejia et al. (2008),
Duarte, (2012), que consiste en que dicho equipo trasmite impulsos eléctricos programados

via rectal.
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Para realizar la extraccion de semen, primeramente, se inmovilizaron los sementales
con ayuda de la prensa, para de esa manera, evitar exponer la integridad de los mismos y del
personal. Posteriormente realizado este procedimiento, con ayuda de las tijeras, se procedi6
a recortar cuidadosamente el vellén que rodea la vaina del prepucio, para después lavar con
agua destilada y secar con una toalla de papel higiénico para evitar contaminar la muestra de

semen que se obtuviera.

Con el guante de palpacion colocado en la mano y totalmente lubricado, se introdujo
la mano por el recto, para poder despejar el excremento de cierta area y poder trabajar de una
manera mas higiénica y eficiente; al mismo tiempo de realizar esto se daban leves masajes
sobre la pared proximal de la prostata para comenzar con la estimulacién y un poco de
relajacion del pene. Terminados estos procedimientos se prepar0 el electreyaculador
(Electrojac), lubricado y con las placas pegados a la pared proximal siendo la orientacion
adecuada, se introdujo via rectal con movimientos suaves y girando levemente hacia los lados

evitando lastimar las mucosas internas y paredes del recto.

Una vez instalado el electrodo dentro del recto del animal, se procedid a encender el

equipo para asi hacer pasar los impulsos eléctricos hasta lograr la eyaculacion.

Para hacer la colecta del semen se emple6 un colector, el cual estaba provisto de un
embudo de tubo latex, que llevaba conectado en la parte inferior un tubo de ensayo graduado
y protegido con un aislante térmico, para evitar que la luz solar y los cambios bruscos de

temperatura que puedan dafiar las células espermaticas.
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3.5. Evaluacién de la Muestra de Semen

La muestra obtenida de semen se mantuvo en condiciones adecuadas de T (30-35°C),
para ello se realiz6 un manejo y cuidados con la muestra tal como: evitar agitacion brusca,

exposicion prolongada a la luz solar y utilizar el material adecuado y limpio.
Para determinar si la calidad Optima para procesar semen bajo condiciones de

refrigeracion, existen diversos parametros que se emplean dentro de una evaluacion tales

como: Apariencia, volumen, concentracion y motilidad.

3.5.1 Apariencia

Cuando se tiene el eyaculado dentro del tubo colector, se determina la apariencia,
donde se observa una masa de aspecto cremoso, muy densa, color blanquecino con tendencia

a mate y rica en células espermaticas.

3.5.2  Volumen

Para la colecta se usa el tubo colector graduado, para lo cual la lectura se hace directa,
como se sabe existe variacion dentro de la misma especie, esto debido a la edad, peso,

circunferencia escrotal, asi como método de extraccion, entre otras.

3.5.3 Motilidad

La motilidad se determind con la ayuda del microscopio 6ptico, donde se evaluo lo

siguiente.
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Movimiento masal: para ello, en un portaobjetos limpio, seco y templado a 35-37 °C
se coloca una gota de la muestra de semen, se cubre con el cubreobjetos, colocdndolo en el
microscopio para observar la onda de movimiento, esto con el objetivo en 10x. La estimacion
de la motilidad espermatica se determina en base del vigor y a los movimientos de las ondas,

ya que este presente 0 no dicho movimiento.

Movimiento individual: para poder determinarlo, se coloca un agota de la muestra de
semen diluido, acompafiado de una gota de citrato de sodio al 2.9 %, sobre el portaobjeto
limpio y a una T templada que oscila entre los 35-37 °C, luego se cubre con el portaobjetos
y se observa a través del microscopio, donde se llevara a cabo el anélisis, y se determinara el
% de espermatozoides moviles, teniendo en cuenta que el movimiento debe ser rectilineo

progresivo.

3.5.4 Morfologia espermatica

Para Vilanova y Ballarales (2005), consideran que un buen productor de semen no
debe de presentar mas del 30% de anomalias espermaticas totales en el eyaculado
recolectado, por tal razén se realiza un frotis sobre un portaobjetos con semen, agregando
colorante de eosina-nigrosina para poder calcular el % de espermatozoides normales y de
esa manera poder determinar si el semen es apto para un procesado, ya sea en refrigeracion

0 congelacion.

3.6. Preparacion de los Diluyentes

Para realizar la preparacion de los tres diluyentes es sumamente importante realizarlo

con la mayor limpieza posible, por lo tanto, el material utilizado fue esterilizado previamente.
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3.6.1 Preparacion del Optixcell 2®

Para la preparacion, el procedimiento consistio en agregar en un matraz Erlenmeyer
el doble de cantidad de agua bidestilada en relacion a la del diluyente, y posteriormente se
agito cuidadosamente quedando una solucién homogénea. El diluyente quedd listo para su

uso.

Se tomaron las siguientes recomendaciones:

Para una dilucion en una etapa (o si el proceso dura < de 6 h) el vol. total necesario
se colocaria a bafio Maria a 32/34 °C.

Asegurarse de que se haya alcanzado la T adecuada antes de iniciar la dilucion del

semen.

Para la predilucion del semen, se maneja a temperatura ambiente o bafio Maria (32/34
°C.) arazdn de un volumen de semen por volumen del medio (1:1), directamente en el tubo
de recogida. Se incorpora el medio de conservacion lentamente para evitar que se produzcan

choques osmaticos y para homogenizar la muestra se mueve suavemente.

3.6.2 Preparacion del Optidyl®

El principal componente del optidyl®, se basa en un 40 % de concentrado (Diluyente
optidyl®) y 60 % de agua bidestilada, dado que este es un concentrado para diluyente con
formula tris, yema de huevo ionizada, glicerol (penicilina, estreptomicina, espectinomicina,
lincomicina) de conformidad con la directiva europea 2003/43/CE que modifica la directiva
CEE88/407.
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Para poder realizar la preparacion de este diluyente se considera un 40 % de
concentrado de optidyl® y 60% de agua bidestilada para preparar el volumen requerido de
diluyente. Para ello el procedimiento fue el siguiente, se midieron 24 ml de concentrado de
diluyente y 36 ml de agua bidestilada, el agua bidestilada de coloco en un matraz Erlenmeyer
al igual que la cantidad de concentrado de optidyl®, a T de 32-35°C. y con movimientos

suaves y ondulatorios se homogenizo la solucién, dando un volumen final de 60 ml.

3.6.3 Preparacion del Citrato de sodio con yema de huevo

La preparacion del citrato de sodio consistié en agregar 2.9 g de citrato de sodio en
100 ml de agua destilada, de esta solucion se tomé el 80% del vol. y se complementd el otro
20% con yema de huevo fresco, para ello se partieron dos huevos frescos, con el mayor
cuidado posible, para poder separar la clara de la yema. Una vez hecho esto, en un papel filtro
se coloco la yema, haciéndola rodar cuidadosamente sobre €l, para eliminar lo mas posible,
los restos de clara y de la membrana. Cuando se obtuvo la yema filtrada se colocd en una
probeta graduada para poder agregar la cantidad correspondiente de yema a la solucién madre
a base de citrato de sodio, con movimientos suaves y uniformes se mezcld. Para garantizar

el 100 % de efectividad de este diluyente es importante respetar este orden.

3.7. Evaluacion y Dilucién de la Muestra de Semen

Al arribar la muestra de semen puro al lugar de trabajo, lo primero a realizarse era
una evaluacién macroscépica del eyaculado. Se registraba el nimero de toro y caracteristicas

del eyaculado como el volumen color, densidad y presencia de cuerpos extrafios.
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Los tubos que se utilizaron se identificaron con el nidmero de toro y diluyente
utilizado, para facilitar el trabajo y después poder tener los datos para cada semental. Una
vez evaluada cada muestra, se les coloco la cantidad de semen que correspondia de acuerdo

a cada uno de los tres diluyentes de prueba (D1, D2, D3).

Como se hizo a razon de un vol. de semen por vol. de medio (1:1), para la cantidad
de semen puesto en los tubos, se le agregaba lentamente por las paredes del mismo la misma
cantidad de diluyente, repitiendo el mismo procedimiento para los toros restantes.

Se realiz6 una evaluacién microscépica de cada muestra de semen la cual consistia
en la observacion del % de motilidad espermatica, haciendo una estimacion del % de vivos,
con el fin de evaluar que toro en particular no presente problemas en su eyaculado que pueda
afectar la muestra a procesar, también en ese momento se aprovechaba para realizar el frotis
con colorante de eosina-nigrosina para posteriormente evaluar espermatozoides normales,

anomalias primarias y secundarias que pudiera presentar.

Al alcanzar los 5°C, se procedia a realizar el monitoreo de la h 0 para los tubos (D1,

D2 Y D3). Se evaluaba motilidad individual y se regresaban las muestras a la hielera.

Aplicando hielo o agregando agua, se mantenia la temperatura a 5°C durante el
trayecto de regreso a la Universidad y una vez en la misma se colocaron las muestras en el
refrigerador del Laboratorio de Produccién Animal, en donde se conservaban y se sacaban

exclusivamente al momento de realizar la evaluacion (3, 6, 12, 24 y 48 h).

3.8. Variables a Evaluar
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3.8.1 Motilidad

Para determinar la viabilidad de una muestra de semen en bovinos se evalua la
motilidad espermatica, esta variable se detemino de acuerdo a la escala propuesta por Hafez
y Hafez (2000), donde evalla el % de células méviles en semen diluido, para la evaluacién
se usa una escala de 0 a 100 %, considerando que motilidades >70% son excelentes, entre 50
a 70% buenas, 30 a 50% regulares y < a 30% malas.

e Diluyente

Para determinar el efecto del diluyente, se eligio aquel que fuera capaz de mantener

los mejores % motilidad espermatica.

e Tiempo

Para determinar el efecto del tiempo, se eligié el que fuera capaz de mantener los

mejores porcentajes de motilidad espermatica.

3.9. Disefio Experimental

El experimento fue establecido bajo un disefio completamente al azar con 7
repeticiones, en un arreglo factorial de AxB donde A= Diluyente y B= Periodo (tiempo) de
evaluacion. Los datos fueron analizados con el programa SAS (Statistical Analysis System)

version 9.4.

50



IV RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez obtenida y analizada la informacién generada del presente estudio de

investigacion se exponen los siguientes resultados:

4.1.  Evaluacion de la Motilidad por Diluyente

En la gréafica 1 se presentan los valores obtenidos del efecto de los tres diluyentes sobre la
motilidad del semen, siendo el Optidyl® el que presento los mejores resultados (68.88%) en
comparacion con los otros dos diluyentes, ya que con el Optixcell 2® y Citrato de sodio con
yema de huevo, los valores fueron de 55.83% y 48.64% respectivamente, en forma general
podemos apreciar que estos porcentajes son muy distintos entre si, de ahi que al ejecutar el
andlisis estadistico se observan diferencias significativas entre diluyentes (p < 0,05). Esto
puede deberse a la composicion y contenido de nutrientes esenciales para la supervivencia
del espermatozoide, asi como los demas elementos contenidos en los diferentes diluyentes,
sin embargo, por su parte el Optidyl® es un diluyente que ademas de su composicion y
contenidos nutricionales tiene un efecto protector de las células espermaticas frente a un
shock por los cambios de temperatura, y por lo tanto ayuda a mantener vivas estas células
por periodos de tiempo mas prolongados, de ahi la diferencia marcada de su efecto en los

resultados.
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Porcentaje promedio de la motilidad con el
empleo de Diluyentes

68.88

55.83
48.64

% de motilidad Espermatica

Optidyl Optixcell 2 Citarto de Na-Yema de
huevo

Grafica 1. Porcentaje promedio de la motilidad con el empleo de Diluyentes.

Un estudio realizado por Angeles (2019), donde se compararon dos diluyentes, que
de igual manera son dos de los tres que se emplearon en este trabajo, es decir Optidyl® y
Optixcell®, pero en la especie caprina, el semen en este caso se sometid a refrigeracion
Unicamente por dos horas pero no hallaron diferencias significativas (p > 0,05), ya que el
Optidyl® (63.3%) presentd valores inferiores sobre el optixcell® (66.7%), estos valores al
compararlos con los obtenidos en el presente trabajo de investigacion en el rango de las 3 h
fueron de 65.83% y 56.67% respectivamente y se aprecia cierta similitud en cuanto al
mantenimiento de los % de motilidad por efecto de los diluyentes. De antemano se tiene el
antecedente de que cuando se agrega una solucién de nutrientes a los espermatozoides como
lo es un diluyente, después de un periodo de tiempo, estos recuperan su motilidad, entonces
al someter las muestras a mas horas de refrigeracion se podria esperar que estos % de

motilidad puedan mantenerse por cierto tiempo.

52



Pytlik et al. (2022) realizaron un estudio donde utilizaron Optidyl®, AndroMed® y
BullXcell® para realizar las comparaciones con semen criopreservado, por lo tanto el
Optidyl® presentd mejores valores de motilidad (>50%) post descongelacion que los otros
diluyentes, esto permite respaldar los resultados presentados, aclarando que en el presente
trabajo solo se llegd hasta la refrigeracion, pero esto garantiza que si Optidyl® es eficiente
hasta descongelacion, por efecto presentara resultados competentes en semen bovino durante
los periodos de tiempo sometido a refrigeracion, ademas los % obtenidos de alguna manera

presentan congruencia y similitud en ambos trabajos.

4.2. Evaluacion de la Motilidad en Tiempo

En la grafica 2 se muestra el comportamiento de la motilidad a través de los diferentes
tiempos establecidos en este trabajo, donde se presentan los valores obtenidos, encontrandose

diferencias significativas por efecto del tiempo (p < 0,05) a partir de las 6 h en refrigeracion.

Porcentaje promedio de la motilidad a traves del tiempo

o 01 66 62 60 62 62
S 65 - 57 57 60
o 60 - B > 55
£ 55 - d Optidyl
o 50 A
& 45 40

40 A .
i) H Optixcell 2
8 35 P
= 30 1
B 25 A
= 20 - Citrato
3 15 1 Na-Yema
x 10 1 de huevo

0 T T T T T 1
0 3 6 12 24 48

Tiempo (Horas)

Grafica 2. Porcentaje promedio de la motilidad a traves del tiempo.
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Notese que especifica y estadisticamente hablando, de la h 0 a la h 3 no existe
diferencia significativa, esto debido a que cuando se agregaron los diluyentes, el % de
motilidad se incrementd, ahora, a medida que sigue transcurriendo el tiempo después de la h
6 los valores de la motilidad van disminuyendo gradualmente. Cuando se evalla el
comportamiento de la motilidad de la h 6 hasta la h 48, entre el Optidyl® y Citrato de sodio
con yema de huevo, si existe diferencia significativa, en cambio el Optidyl® en comparacion
con el Optixcell 2® hay una diferencia poco marcada en el rango de h 6 hasta la h 12 es decir
que en estos tiempos da igual usar cualquier diluyente, sin embargo, en el rango de h24 y h
48 Optixcell 2® Optidyl®, si presentan diferencia significativa.

En el cuadro 5 se representa el nivel de significancia a través del tiempo. Medias con

la misma letra, no son significativamente diferentes y medias con distinta letra si presentan

diferencias significativas.

Cuadro 5. Valores promedios de la viabilidad del semen a través del tiempo.

Tiempos de evaluacién

Diluyente 0 3 6 12 24 48
D1 56.833(A) 61.667(A) 61.667(AB) 60.000(AB) 55.000(B) 40.000(B)
D2 65.833(A) 71.667(A) 71.667(A)  70.883(A) 71.667(A) 61.667(A)
D3 56.667(A) 60.000(A) 55.000(B) 54.167(B) 40.000(B) 26.000(B)

D1;Optixcell 2®;D2;0ptidyl®;D3;Citrato de sodio con yema de huevo
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Con respecto a los resultados, obtenidos de las 0 a las 48 hrs, bajo refrigeracion se
logra mantener la motilidad espermatica debido a que las bajas temperaturas de
almacenamiento (4-6°C) reducen la actividad metabdlica de los espermatozoides,
prolongando su vida til, mientras que el semen almacenado a temperatura ambiente sus

parametros de motilidad decaen rapidamente (Vishwanath y Shannon, 2000).

Segun estos autores, los motivos por el cual se observa este rapido descenso en la
motilidad del semen almacenado a temperatura ambiente se deben principalmente a 3
factores: uno es el estrés oxidativo extracelular que sufren los espermatozoides a temperatura
ambiente; otro factor de estrés es debido al plasma seminal y por Gltimo, otro causante de la
baja en la fertilidad es la produccion de radicales libres enddgenos. Segun Vishwanath y
Shannon (2000), la combinacion de estos 3 factores puede verse en un importante dafio sobre
los espermatozoides y ser una de las razones por las cuales el semen almacenado a

temperatura ambiente tiene una vida util tan corta.

Para este trabajo, Optidyl® expone los mejores % de motilidad conservados a traves
del tiempo. Cuando un semen sufre el proceso de criopreservacion se enfrenta a cinco etapas:
dilucion, refrigeracion, adicion del crioprotector, congelacion y descongelacion, pero las
Gltimas dos etapas, es donde las células espermaticas sufren cambios bruscos de T y se
presenta un alto indice de mortandad, al realizar una evaluacion al momento de descongelar
una pajilla, el % de motilidad tiende a decaer, pero aun asi tiene la capacidad de poder
fecundar a un ovulo, Ribeiro et al. (2014) realizaron un estudio de criopreservacion de
espermatozoides bovinos extraidos de la cola del epididimo utilizando los métodos

convencional y automatizado, logrando % de 29.5y 25.5 respectivamente para cada método.

El semen diluido en Citrato de sodio con yema de huevo presenta motilidad de 26%
a las 48 h, exhibe efecto similar al estudio ejecutado por Ribeiro et al. (2014), enfatizando
que es posible fecundar un ovulo con este tratamiento. Y de antemano usando Optixcell 2®

con 40% de motilidad las posibilidades tienden a incrementar.
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Es importante mencionar que en el presente trabajo se hicieron evaluaciones hasta las
72 horas, donde se presentaron valores considerables e inclusive en algunos superiores al
40% para ciertas muestras de semen de los toros con Optidyl®, el detalle surgié cuando las
evaluaciones se hacian en el resto de los diluyentes e inclusive de la resistencia propia del
semen de los toros que presentan a través del tiempo, como algunos valores tiende a caer
hasta 10% incluso hasta 0%; al ejecutar los datos en el programa estadistico SAS, como los
valores eran muy diferentes, estadisticamente el error experimental era exagerado, lo cual no

daba congruencia a dicho estudio, por tal razén los datos de analizaron hasta las 48 h.

4.3. Evaluacion de la Motilidad por Diluyente-Tiempo

Al adicionar los diluyentes al semen y realizar la evaluacion correspondiente entre la
h 0y la h 3 se notd un efecto positivo y marcado sobre la motilidad, como se muestra en la
gréfica 3, donde el Optidyl®, Optixcell 2® y Citrato de sodio con yema de huevo, presentan
incrementos en el % de motilidad entre los dos periodos de tiempo, 65.83% a 71.87%,

56.67% a 61.67% y 56.67% a 60% respectivamente, proyectandose dicho efecto.

Cundo se hace uso de diluyentes para la conservacion de la motilidad en una muestra
de semen, se esta adicionando todos los nutrientes necesarios para que los espermatozoides

puedan mantenerse vivos, inclusive recuperar sus movimientos perdidos.

Al hacer la comparacion de los diluyentes durante la h 6 a la h 12, el Optidyl® y
Optixcell 2® presentan una mejor estabilidad en cuanto respuesta al % de motilidad (71.67%-
70.83%) y (61.67% - 60%), en cambio el Citrato de sodio con yema de huevo nota valores
de motilidad estables, pero méas bajos en comparacion con el resto de los diluyentes (55% -
54.17%).
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Comportamiento de la motilidad espermatica con tres
diluyentes a través del tiempo
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Grafica 3. Comportamiento de la motilidad espermatica con 3 diluyentes a través
del tiempo.

De las 24 h en adelante la motilidad presentd un descenso considerable para los tres
diluyentes, siendo el Optixcell 2® y Citrato de sodio con yema de huevo donde se refleja
maés dicho efecto. cuando transcurren las 48 h los % de motilidad caen muy marcadamente
los % de motilidad para Optixcell 2 y Citrato de sodio con yema de huevo, mientras que

Optidyl presenta cierta estabilidad, manteniendo el % de motilidad por encima del 60%.
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V CONCLUSIONES

En base al antecedente del uso de semen congelado se considera que la
modalidad del semen en refrigeracién podria ser una alternativa para su uso

en la 1A por sus mayores porcentajes de motilidad.

Los resultados obtenidos del presente estudio, podrian lograr que Optidyl®,
Optixcell 2® y Citrato de sodio con yema de huevo ofrezcan buenos
resultados de la h 0 a al h 24 en modalidad de refrigeracion para para IA.

El optidyl®, por su destacado efecto en el comportamiento de la motilidad
espermatica en la modalidad de semen refrigerado, es la mejor opcion para
su empleo en 1A y uso hasta los rangos de las 48 h en comparacion con los

otros dos diluyentes de este estudio.

Se sugiere realizar plantear nuevos estudios para corroborar y encontrar

nuevos datos al respecto.
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