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I.INTRODUCCION

El conocimiento de la fertilidad o de la capacidad fecundante de cada toro es
uno de los principales objetivos en la produccién de semen bovino. Un requisito
indispensable para el desarrollo de la inseminacion artificial es que el semen utilizado
mantenga su capacidad de fertilidad después de haber sido criopreservado (Hidalgo
et al., 2005).

En la actualidad la industria carnica y lactea de bovinos esta en un crecimiento
exponencial donde para ello se deben de tener en cuenta las biotecnologias
reproductivas tanto en el macho como en la hembra para poder tener buenas
poblaciones en los hatos ganaderos y poder cumplir con las necesidades que

demanda el mercado.

Los machos y hembras deben reunir caracteristicas genotipicas y
fenotipicas deseables, y ademas transmitir a su descendencia sus caracteristicas

positivas, mediante el empleo de la monta natural o inseminacion artificial.

En los ultimos afos la medicion de la calidad y la capacidad fecundante del
semen bovino ha incrementado su importancia en la industria de la inseminacion
artificial y en los programas de seleccion de reproductores y mejoramiento
genético; no sélo porque involucra directamente la fertilidad de los toros, sino
también por el alcance que puede tener esta busqueda en la fertilidad de su
descendencia. Aunque se han propuesto muchos y variados métodos de
evaluacion seminal como predictores de la fertilidad de los toros, la aplicaciéon de
una unica prueba de evaluacion seminal no siempre es suficiente. Por ello, existe
una busqueda continua de alguna prueba seminal o combinacién de varias de

ellas que permita predecir la fertilidad con mayor exactitud y a costos mas bajos.



El procedimiento correcto de la colecta de semen y su procesamiento para tener
las pajillas listas para la inseminacion artificial tiene gran importancia, ya que aqui
es donde se puede perder gran cantidad espermatica o conservarla, esto depende

de la manera de procesarlo.

La importancia que tienen los diluyentes en la criopreservacion del semen
bovino, es que ayudan a extender la vida de las células espermaticas, ya que son
sustancias nutritivas que intervienen en su mantenimiento y preservacion.

Palabras clave:

Motilidad espermatica, semen, inseminacion artificial, criopreservacion,

diluyente seminal y pajilla.



Objetivo general

Estudio del efecto de tres diluyentes (Triladyl, Andromed y Optidyl) sobre la

recuperacion de la motilidad espermatica de semen procesado en bovinos.

Objetivo especifico

Evaluar la recuperacion de motilidad espermética del semen en la pre-
congelacién (fase de refrigeracion) y la post-congelacion de cada uno de los
diluyentes utilizados.

Hipotesis
Se han planeado al menos dos hipotesis para el siguiente experimento.

HO: Ti = Tj (todos los tratamientos son iguales)
H1: Ti # Tj (al menos un tratamiento es diferente)



II.REVISION DE LITERATURA

2.1. Anatomia y fisiologia del aparato reproductor del macho bovino

El aparato reproductor del macho bovino consiste en varios 6rganos que
trabajan de manera coordinada para la produccién de gametos masculinos
(espermatozoides) para que al momento de la copula sean depositados en el
tracto reproductor de la hembra.

La emision es la liberaciébn de espermatozoides y de fluidos de las
glandulas accesorias a la uretra pélvica, mientras que la eyaculacion es la

expulsion enérgica del semen en la uretra (Cunningham, 2003).

Las principales partes del aparato reproductor del macho incluyen los
testiculos, el epididimo y el conducto deferente correspondiente a cada testiculo,
la parte distal de la uretra, el pene, el escroto y las glandulas accesorias (Shively,
1993).

2.1.1. Escroto

El escroto junto con los masculos cremaster y la anatomia vascular de las
arterias y venas testiculares, protegen los testiculos y regulan la temperatura. El
escroto esta presente en todos los animales domeésticos y es basicamente un saco
de piel con una capa de tejido muscular fibroelastico denominado tunica de dartos.
La disposicidon vascular de la arteria testicular, rodeada por el plexo de venas
testiculares (plexo pampiniforme), proporciona un mecanismo de intercambio de
calor a contracorriente vital para la termorregulacion testicular. La contraccion y
relajacion de la tinica dartos y del musculo cremaster se producen por los cambios
de temperatura ambiental y en respuesta a determinados estimulos tactiles
(Cunningham, 2003).



2.1.2. Testiculos

Cada testiculo funciona para producir espermatozoides y la hormona
sexual masculina testosterona. Los espermatozoides se producen en el interior de
los tubos seminiferos y las células intersticiales. El esperma madura en el

epididimo.

Los liquidos nutritivos y el sustento se agregan en las glandulas sexuales
accesorias durante la eyaculacion para producir el semen (Shively, 1993).

De la red testicular salen 8 a 12 conductos excretores testiculares
densamente enrollados que perforan la tunica albuginea e ingresan en la cabeza
del epididimo (Konig, 2005).

El testiculo es responsable de la esteroidogenesis, principalmente de la
produccion de andrégenos, asi como de la generacion de células germinales
haploides mediante la espermatogénesis. Estas dos funciones ocurren en las

células de Leydig y en los tubulos seminiferos, respectivamente.

En los tabulos seminiferos, las células de Sertoli, que proporcionan apoyo
y nutrientes a las células germinales en desarrollo, se extienden desde el

comportamiento basal hasta el adluminal (Shively, 1993).

En los mamiferos domésticos, la funcion testicular normal, especialmente
la espermatogénesis, depende de la temperatura y requiere un medio con una
temperatura inferior a la corporal. Por tanto, los testiculos de los machos
domésticos se localizan fuera de la cavidad abdominal, en el escroto. El fallo en
el descenso de uno o ambos testiculos hasta el escroto se conoce como
criptorquidia. Aunque el testiculo criptorquidio es capaz de producir andrégenos,
es incapaz de producir espermatozoides normales, por lo que un macho con

criptorquidia bilateral es estéril.



En los animales domésticos el descenso de los testiculos al escroto suele
producirse durante los siguientes periodos:
e Caballo: alos 9-11 meses de gestacion
e Toro: alos 3.5-4 meses de gestacion
e Oveja: a los 80 dias de gestacion
e Cerdo: alos 90 dias de gestacion
La mayoria de las especies domesticas requieren el paso de los testiculos
a través de los dos anillos internos a las dos semanas del nacimiento para que

pueda adaptar su posicion escrotal final (Cunningham, 2003).

2.1.3. Epididimo

El epididimo esta compuesto por cabeza, cuerpo y cola. En la cabeza del
epididimo que esta fuertemente unida a los testiculos ingresan los conductos
eferentes del testiculo para reunirse en el canal o conducto del epididimo. El
conducto densamente contorneado forma en primer lugar el cuerpo del epididimo
gue, fijado por medio del meso epididimo esta situado en posicion dorsal (Kénig,
2005).

La cola del epididimo esté fijada por ligamentos por una parte al testiculo
mediante el ligamento propio del testiculo (lig. Testis proprium), y por otro a la
base del proceso vaginal mediante el ligamento de la cola del epididimo (lig
caudae epididymides). Después de abandonar la cola del epididimo el conducto
del epididimo se continua como conducto deferente en posicion medial con

respecto al epididimo (Kbénig, 2005).

El epididimo no solo es un conducto para los espermatozoides, sino que
aporta un medio adecuado en el que estos se concentran, maduran y adquieren
la capacidad de fecundacion. Los espermatozoides que entran en la cabeza del

epididimo, desde la red de testis son inmdviles y solo alcanzan la motilidad y la



capacidad de fecundar tras experimentar el proceso de migracion y maduracion a
lo largo de la cabeza y del cuerpo del epididimo. La cola de este y el conducto
deferente donde desemboca, constituyen un punto de almacenamiento de
espermatozoides maduros y se conocen como reservas extra gonadales de
esperma. El tiempo de transito de los espermatozoides a través de la cabeza y el
cuerpo no se altera con la eyaculacion y es similar en todas las especies
domesticas (2 a 5 dias). La duracién del almacenamiento en la cola del epididimo
es mas variable entre especies (3 a 13 dias) y puede reducirse en varios dias en
machos sexualmente activos. Los animales en reposo sexual durante 7-10 dias
tienen una reserva maxima de espermatozoides en dicha cola que se reduce al

menos un 25% con eyaculaciones diarias o alternas (Cunningham, 2003).

2.1.4. Conductos deferentes

Se extiende desde la cola del epididimo a la parte pelviana de la uretra,
asciende por el canal inguinal incluido en un pliegue derivado del mesorquio. En
el anillo inguinal se separa de los demas constituyentes del cordén espermatico y
gira caudal y medialmente dentro de la cavidad pelviana, asienta sobre el borde
libre del pliegue genital el cual estd unido a la porcion inguinal de la pared
abdominal y ventral de la pared lateral de la pelvis. Posteriormente sobre la
superficie dorsal de la vejiga deja el borde del pliegue y se inclina medialmente
entre estas capas para entrar en contacto con la vesicula seminal. Sobre el cuello
de la vejiga los dos conductos asientan flanqueados lateralmente por el cuello de
las vesiculas seminales, desaparecen bajo el istmo de la prostata y se contindan
a través de la pared uretral para abrirse en un pequefio diverticulo sobre el foliculo
seminal con el conducto excretor de la vesicula seminal. La abertura comun es el
orificio eyaculatorio, el diametro es de 6 mm. La ampolla del conducto deferente

es de 15 a 20 cm. de longitud y 2 cm. de diametro (Sisson, 1982).



2.1.5. Prostata

Esté presente en todos los mamiferos domésticos y consta de un cuerpo y
una parte diseminada formando una capa glandular en la pared uretral (Shively,
1993).

Es una glandula lobulada, asienta en el cuello de la vejiga y el principio de
la uretra, ventral al recto. Esta formada por 2 Iébulos laterales, derecho e
izquierdo, tiene forma prismatica, presenta 15 o 20 conductos prostéticos, los
cuales perforan la uretra y se abren lateralmente al foliculo seminal (Sisson, 1982).

La préstata elabora una proteina conjugada llamada antiglutinina cefalica
gue previene la aglutinacion de los espermatozoides. También algunas especies
producen prostaglandinas que favorecen las contracciones uterinas en las
hembras (Garcia et al., 1995)

2.1.6. Glandulas bulbo uretrales o de cowper

Son 2 y se localizan a los lados de la parte pelviana de la uretra, unidos al
arco isquiatico, cubiertos por el musculo uretral, tienen forma ovoide, miden
aproximadamente 4 centimetros (cm.) de longitud y 2.5 cm. de ancho (Sisson,
1982).

En el toro los conductos de las glandulas bulbo uretrales desembocan en
la depresion uretral, con localizacion dorsal, la cual puede impedir el paso del
catéter en esta especie. El conducto excretor termina bajo un pliegue de la mucosa
uretral; dicho pliegue dificulta enormemente el cateterismo de la porcion pelviana
de la uretra, una vez que se logra superar con la sonda la flexura sigmoidea del

pene (Garcia et al., 1995).



2.1.7. Vesiculas seminales

Son dos y estan situadas a ambos lados del cuello de la vejiga, sobre la
préstata y dirigidas hacia adelante. Tienen una longitud aproximada de 8 a 10 cm.,
son de forma lobulada y secretan un liquido rico en azucares como fructosa y
acido citrico (Shively, 1993).

2.1.8. Pene

Es el 6rgano de la copulacion, tiene una estructura muscular que fija el pene
en su parte posterior a la pelvis. El pene desciende por debajo de la pared

abdominal y forma una S para luego salir por el prepucio.

El interior del pene esta formado por el tejido cavernoso el cual permita
almacenar suficiente cantidad de sangre para producir la ereccién. A lo largo del
pene va la uretra hasta la punta o glande. La uretra da salida a la orina y cuando
el toro cubre a la vaca y el pene esta erecto, da salida al semen o eyaculado
(Sisson, 1982).

Cuando el toro se excita sexualmente, el musculo retractor del pene se
relaja y la estructura cavernoso y eréctil se llena de sangre haciendo que el pene
se ponga turgido, erecto y aumente de tamafio. Al cubrir la hembra, introduce el
pene erecto en la vagina, y deposita alli el semen mediante un fuerte empujén

hacia adelante llamado corrientemente “golpe de rifidén”.

La salida del semen o eyaculacién es debida a un reflejo de contraccion del
epididimo, vasos eferentes, uretra y glandulas accesorias del aparato reproductor
del toro. El reflejo es causado por estimulacion del glande del pene durante la
monta natural o por la vagina artificial usada para colectar el semen para la

inseminacion artificial (Shively, 1993).



2.1.9. Uretra

Esta estructura hace parte del aparato urinario y a su vez sirve de conducto
para el plasma seminal, por esta razon incluimos la uretra dentro del tracto
reproductivo masculino. La uretra es un tubo o conducto que va desde la vejiga
hasta el exterior, ésta va por el interior del pene. Su funcién es comun para el
aparato urinario y el aparato reproductivo, al permitir la salida de la orina y del

semen al exterior (Sisson, 1982).

2.1.10. Prepucio

El prepucio es la extension de la suave capa de piel que rodea el pene, que
sirve para cubrir y proteger el glande, la cabeza del pene.

En el toro es largo y estrecho, su cavidad prepucial mide de 35 a 40 cm. de
largo y 3 cm. de diametro. Presenta 2 pares de musculos prepuciales. Los
musculos prepuciales craneales son 2 bandas, nacen cerca de la region xifoidea,
caudalmente divergente y abandonan el ombligo para unirse caudalmente al
orificio prepucial, delimita el prepucio hacia delante. Los musculos prepuciales
caudales se originan en la region inguinal y terminan en la parte craneal del

prepucio (Sisson, 1982).

2.2. Sistema hormonal del macho bovino.

El control hormonal de la actividad reproductora en el macho se debe a que
la hormona luteinizante (LH) induce la produccion de andrégenos en conjunto con

la hormona foliculo estimulante (FSH).

Los androgenos producidos en el testiculo estimulan a las células
intersticiales del mismo para producir la testosterona la cual lo mantiene
funcionalmente en actividad manifestandose en el cuerpo del macho los

caracteres sexuales secundarios. La aparicion la libido y necesidad de
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reproducirse, mayor talla y corpulencia, incremento del sistema musculo-

esquelético, mugir mas grave que la hembra e instinto de pelea (Vera, 1993).

El periodo previo a la pubertad, donde comienza la espermatogénesis, se
caracteriza por estar bajo la influencia de una adecuada produccién a nivel del
hipotalamo del factor de liberacion de las gonadotropinas (GnRH) y la secrecion
hipofisaria de FSH (hormona estimulante de células de Sertoli) y LH (hormona
estimulante de las células de Leydig), al igual que de esteroides sexuales que se
producen en las células de Leydig a nivel gonadal.

La liberacion continua de LH ocurre entre 10 y 20 minutos
aproximadamente de 4 a 8 veces diarias; mientras que las concentraciones de
FSH son mas bajas, pero con unos pulsos de mayor duracién que los de LH y con
la constante secrecion de inhibina a nivel testicular. Las células de Leydig poseen
receptores de membrana para LH, y sintetizan y secretan testosterona antes de
30 minutos luego de la liberacion de LH. Esta secrecion de testosterona es corta,

con una duracion de entre 20 y 30 minutos (Lozano, 2009).

2.3. Ciclo de vida reproductivo

2.3.1. Pubertad

El comienzo de la pubertad en los toros fue definido como el momento en
gue un toro es capaz de producir un eyaculado con por lo menos 50 millones de
espermatozoides con al menos 10% de motilidad progresiva. Los toros
pertenecientes a razas europeas alcanzan la pubertad dentro de un rango de edad
aproximado de entre las 37 a 50 semanas de edad, siendo primero en las razas
de tipo lechero que en las razas para carne. A pesar de que la circunferencia
escrotal en la pubertad varia entre las razas, la circunferencia escrotal del toro de

28 cm es a menudo utilizada como parametro o edad de la pubertad. Sin embargo,
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la cantidad de semen y calidad aumentan por algun tiempo después de la edad
de pubertad (Gonzélez, 2018).

La espermatogénesis se inicia con la division de células fetales germinales
para la produccién de espermatogonias, las cuales posteriormente van a dar lugar
a distintos tipos de células. El lumen de los tubulos seminiferos se establece
aproximadamente entre los 5y 8 meses de edad del ternero. Ocurre una especie
de pico de produccién de FSH en esta época, lo cual da lugar a una alta
proliferacién de células de Sertoli, elongacion de los tabulos seminiferos, al igual

gue incremento en el diametro de los mismos.

Cuando la mayoria de estas células diferenciadas aparecen por primera
vez en el lumen del tubulo seminifero, se alcanza la pubertad. En las células
germinales en desarrollo existen puentes intercelulares que intercomunican los
citoplasmas de estas células, permitiendo que todo un grupo en desarrollo se
encuentre interconectado. Los eventos que ocurren durante la espermatogénesis

son la espermatocitogénesis y la espermatogénesis (Lozano, 2009).

Es dificil predecir el peso que éste alcanza debido a multiples factores que
influyen directamente sobre el inicio de la pubertad y que son similares a los de la
hembra. Por otra parte, para que haya una espermatogenitosis completa se
requiere de la secrecidn de la hormona sexual masculina llamada testosterona, la
cual hard que sean visibles los caracteres sexuales secundarios, la mucosa
prepucial, manifestacién de la libido y el desarrollo del pene que permitira la

eyaculacion normal (Vera, 1993).

2.3.2. Fisiologia del macho en la pubertad

Entre los 5 y 8 meses de edad la FSH y LH permanecen bajas y luego
aumentan nuevamente junto con el comienzo de la pubertad. Se ha demostrado

recientemente que mientras mayor sea el aumento de LH a los 3-5 meses de

12



edad, antes se producira el comienzo de la pubertad y mayor serd el tamafio de

los testiculos al afio de edad (datos no publicados).

El crecimiento testicular es muy rapido entre los 8 y 14 meses de edad. Como

regla de oro, el crecimiento testicular en toros en pruebas de performance (ROP) seria

de 0,06 cm por dia 0 1,8 cm por mes. Sin embargo, el crecimiento testicular no es

lineal, con un aumento mas rapido en el tamafio de los testiculos desde los 7 hasta los

12 meses de edad (0,5 -0,7 cm/dia) y con un aumento mas lento desde los 12 hasta

los 16 meses de edad (0,3-0,5 cm/dia). A los 24 meses, los testiculos estaran en un

90% de su tamafio de animal maduro en toros Bos Taurus bien alimentados (Gonzélez,

2018).

2.4. Espermatogénesis

Consiste en el conjunto de eventos que se llevan a cabo en el estroma
testicular a nivel de los tubulos seminiferos, y que se inicia con la pubertad del
toro, dando lugar a la produccion de espermatozoides a partir de células
primordiales, con base en un control de tipo endocrino, paracrino y autocrino
(Lozano, 2009).

Se llama espermatogénesis a la formacion, almacenamiento y posterior
expulsion de los espermatozoides a partir de las espermatogonias. El proceso

tiene lugar en los tubulos seminiferos del parénquima testicular.

Para la realizacion de la funcién espermatogenica se necesitan dos grupos
de células diferentes: las espermatogonias (células germinativas), que son células
redondas con un gran nucleo adyacente a la membrana basal, y las células de
sertoli, impropiamente llamas células de sostén, que son unas células grandes
con prominentes prolongaciones citoplasmaticas que se extienden desde las
capas donde estan las espermatogonias hasta la zona central de la luz tubular
(Garcia et al., 1995).
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Una vez que las células entran en meiosis, el resto de las espermatogonias
gue permanecian en la membrana basal, comienzan de nuevo a dividirse por
mitosis, manteniendo el proceso a ritmo constante. Estas nuevas células empujan
hacia la luz a las células que habian comenzado a dividirse en el ciclo anterior
(Dunlop, 2004).

La espermatogénesis incluye dos fases: la espermatocitogenesis, en la cual
las espermatogonias sufren division celular hasta transformarse en espermatides
y la espermatogénesis, en la que las espermatides sufren cambios morfologicos
progresivos y se transforman en espermatozoides completamente formados
(Angelino, 2009).

Las espermatidas modifican notablemente su estructura para
transformarse en espermatozoides funcionales. En general, el espermatozoide es
una célula pequeina y moévil que consta de una cabeza y una cola. En la cabeza,
cerca de la punta, se observa el acrosoma, donde se acumulan las vesiculas de
Golgi que forman enzimas hidroliticas para permitir al espermatozoide penetrar al
ovulo. En la pieza intermedia se disponen las mitocondrias, que proporcionan
energia suficiente al flagelo para permitir su desplazamiento hasta encontrarse

con el 6vulo (Toledo, 2016).

2.5. Caracteristicas generales del espermatozoide

Los gametos masculinos que se forman en los tubulos seminiferos de los
testiculos. Son células alargadas consistentes con cabeza aplanada portadora de
nacleo y de cola que es el aparato necesario para la motilidad celular (Angelino,
2009).

El espermatozoide es una célula altamente especializada y su actividad
metabdlica varia de acuerdo a diferentes etapas de la vida del gameto la cual esta

determinada por sefales del medio que lo rodea con el fin de lograr la fecundacién.
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El espermatozoide requiere de un metabolismo energético que genere suficiente
energia libre para movilidad flagelar, que ocurre de manera mas eficiente en
condiciones aerobicas, principalmente por fosforilacion oxidativa a nivel de las
mitocondrias que se encuentran en la pieza intermedia del flagelo; sin embargo,
esto no es suficiente para alcanzar la hiperactividad del movimiento flagelar
durante la capacitacion, por lo que la pieza principal posee toda la maquinaria
enzimatica para generar el trifosfato de adenosina (ATP) a partir de la glicdlisis, la
cual es fundamental para el proceso de fecundacion (Flores, 2005).

El espermatozoide presenta dos areas bien definidas, la cabeza y el flagelo;
a nivel de la cabeza se encuentra el nucleo con la cromatina altamente
condensada y el acrosoma formado a partir del aparato de Golgi, el cual esta
ubicado en la region apical de la cabeza y tiene forma de capucha sobre el
segmento anterior del nacleo. El acrosoma determina que en la superficie cefélica
existan dos regiones, la regién acrosomal (RA) y postacrosomal (RP), separadas
ambas por una fina banda de transicion de la membrana plasmatica denominada

segmento ecuatorial (SE).

El flagelo presenta el axonema que esta constituido por dos pares de micro
tubulos centrales y 9 pares periféricos, estos ultimos asociados a la dineina
(proteina contractil) con actividad ATPasa que convierte la energia quimica en
energia mecanica. El flagelo morfologicamente se divide en 4 partes: la pieza de
conexion (PC), la pieza intermedia (Pl), la pieza principal (PP) y la pieza terminal
(PT) (Flores, 2005).

Un espermatozoide normal en diferentes especies animales como conejo,
cerdo y borrego suele tener una apariencia simétrica con cabeza oval de contorno
regular y que al tefiirlo se observan zonas bien definidas como: zona acrosémica
gue cubre mas de la tercera parte de la cabeza y la sub acrosémica que cubre el
resto de la cabeza. La cabeza tiene una longitud de 3 a 8 micrémetros (um) y

ancho entre 2 a 4 um. 10 La pieza intermedia es recta y de contorno regular. Se

15



halla alineada con el eje longitudinal de la cabeza y mide de 7 a 8 um de longitud.
La cola es Unica, delgada, no enrollada y de contorno irregular, tiene una longitud
de 45 a 60 um (Avalos et al., 2018).

2.6. Composicion del semen

La mayor parte del liquido en semen se compone de secreciones de los
organos reproductivos masculinos. El semen contiene el &cido citrico, los
aminoacidos libres, la fructosa, las enzimas, phosphorylcholine, la prostaglandina,
el potasio, y el zinc (Mandal, 2019).

46-80% del liquido es producido por las vesiculas seminales.
13-33% por el casquillo de los prensaestopas de prostata.
5% de los testiculos y del epididimo.

2-5% de los casquillos de los prensaestopas bulbo uretrales y uretrales.

2.7. Metabolismo Espermatico

En los espermatozoides de mamiferos es necesario que se presenten tres
procesos fisiologicos para que obtengan la capacidad fertilizante, estos son:
maduracién epididimaria, capacitacion y reaccién acrosomal. La maduracion del
espermatozoide se adquiere durante su transito por el epididimo. Una vez que los
espermatozoides son transportados en el epididimo y transitan a través de la
cabeza, cuerpo hasta llegar a la cola del epididimo, se consideran igualmente
maduros que los eyaculados y son potencialmente fértiles. La capacitacion y
reaccion acrosomal ocurren después de que el espermatozoide ha sido eyaculado
dentro del aparato reproductor de la hembra y es transportado hacia el oviducto.
Sin embargo, a diferencia de los espermatozoides de eyaculado, los
espermatozoides de epididimo no tienen componentes adquiridos del plasma
seminal que pudieran modificar las caracteristicas estructurales de la membrana
plasmatica (Yanagimachi, 1994).
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Estas diferencias confieren cierta ventaja, en cuanto al tiempo necesario
para alcanzar la capacitacion, a los espermatozoides de cola de epididimo sobre
los espermatozoides de eyaculado. Dicha ventaja prosigue durante la reaccion
acrosomal (Garcia et al., 2001).

2.7.1. Maduracioén

En esta fase hay porciones del manguito que migran hacia la cola y
comienzan a desaparecer, mientras que el resto va a formar la capa posnuclear.
Las mitocondrias son ensambladas rapidamente en forma helicoidal alrededor del
flagelo en la region posterior del nucleo para formar la pieza media. Alrededor del
axonema se forma una vaina fibrosa junto a unas fibras gruesas, las cuales se
asocian con los nueve pares de tubulos del axonema y se contindan con las que
se encuentran a nivel del cuello. Las células de Sertoli forman la membrana

citoplasmatica restante luego del alargamiento de la espermatida (Lozano, 2009).

2.7.2. Capacitacion

La capacitacion espermatica es un proceso que le acontece al gameto
cuando este es depositado en la vagina o en el cérvix dependiendo de la especie
de mamifero que se trate y es transportado a través del utero y oviducto. Durante
este proceso, los espermatozoides pasan de un ambiente en el cual estaban
inmersos en plasma seminal, compuesto por diferentes substancias como
glucosa, colesteroal, triglicéridos, albumina, calcio y otros compuestos mas, para
ahora pasar al moco uterino, el cual entre sus diversos compuestos se encuentra,
el calcio y albumina. Una vez que se da la sustituciéon de plasma seminal a moco
uterino, la membrana de los espermatozoides comienza a tener cambios en sus
componentes estructurales entre los que se encuentra la salida de colesterol,
facilitada por las concentraciones de albumina del moco uterino y hace mas
flexible la membrana plasmatica (Yanagimachi, 1994; Gadella et al., 1999), lo que

permite la pérdida de la asimetria fosfolipidica al aumentar la concentracion de

17



fosfatidilserina expuesta en la cara externa de la membrana plasmatica del
espermatozoide que favorece la fusién de la membrana plasmatica con la
membrana acrosomal externa (Avalos et al., 2004), otros cambios que se
presentan son, la eliminacion gradual o alteracién de glicoproteinas, cambios en
la distribucion y composicién de los fosfolipidos, asi como cambios en el
metabolismo espermatico y movilizaciéon de calcio intracelular. Otro cambio muy
marcado en los espermatozoides que han adquirido la capacitacién es el aumento
de la movilidad flagelar conocido como hipermovilidad. Existen diversas
substancias involucradas en la induccion de la capacitacion espermatica, entre las
gue se encuentran iones, como calcio, sodio, cloro, potasio, asi como bicarbonato

y hormonas como progesterona y estradiol.

2.7.3. Reacci6én acrosomal

Una vez que los espermatozoides han pasado por el proceso de
capacitacion, estos son susceptibles a que, si entran en contacto con
progesterona y/o zona pelucida, estas substancias desencadenan que la
membrana plasmatica se fusiona con la membrana acrosomal externa, seguida
de la formacién de vesiculas, lo que produce la formacidn de agujeros que facilitan
la salida del contenido acrosomal. Las enzimas que son liberadas por el acrosoma
permiten la degradacion de la zona pelucida y la penetracion del espermatozoide
hacia el citosol del ovocito fertilizandolo. La reaccion acrosomal puede inducirse
in vitro con zona pellcida, progesterona, estradiol, asi como con ionéforos como
el A-23187 (Avalos et al., 2004).

2.8. Métodos de extraccion y recoleccién

El método ideal para la obtencion 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, 1979). Los métodos de recoleccion
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de eyaculados en animales son aquellos en los que se recurre al entrenamiento
de los machos para poder obtener semen de forma rutinaria mediante el empleo
de una vagina artificial. En animales no acostumbrados al manejo humano es
necesario recurrir a la obtencibn de semen mediante técnicas de
electroeyaculacion bajo anestesia general. Esta técnica es segura, con riesgos
minimos, y se ha empleado ya en muchas especies animales (Holt, 2001). La
recoleccion de semen con cualquier tipo de técnica permite conservar un elevado

ndamero de muestras para su utilizacién en fresco o siendo criopreservadas.

La preparacion del animal antes de la colecta ejerce efecto importante
sobre la cantidad y calidad del semen. Dentro de los pasos a seguir estan los
siguientes:

e Debe estimularse la miccion mediante masajes de la zona del prepucio.

e Debe lavarse el prepucio con agua (idealmente con manguera) y secar muy
bien la piel y mucosas con toallas de papel.

e Debe cortarse solo el exceso de vellosidades pubicas y muy contaminadas
del prepucio, ya que los pelos del prepucio tienen una funcion protectora

de la mucosa (Escamilla, 2005).

2.8.1. Electroeyaculador

La recoleccion de semen con electroeyaculador produce un volumen y
concentracion menor, este tiene ventajas cuando se trabaja con toros que no
estan acostumbrados al manejo, cuando son muchos sementales o bien, cuando
estos presentan defectos fisicos no hereditarios sobre todo en las patas, lo que
les impide efectuar una monta natural y dificultan la coleccion de semen con
vagina artificial, este método consiste en provocar la eyaculacion por medio de
estimulos eléctricos de menor a mayor intensidad, el aparato contiene un
electrodo que se introduce en el recto y un transformador que manda la corriente

eléctrica (Instituto Nacional de Capacitacion del Sector Agropecuario, 1983).
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El mecanismo del electroeyaculador es que da descargas eléctricas a las
glandulas accesorias del aparato reproductor del macho, como son las vesiculas
seminales y la préstata, 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).

Para aplicar los estimulos se utiliza un dispositivo rectal de forma conica,
con dimensiones para pequefios rumiantes de entre 2.2 'y 2.5 cm de diametro por
15 cm de largo. Del electroeyaculador se introducen 10 cm en el recto, previa
lubricacion, con los polos apuntando hacia las vesiculas seminales. La intensidad
en la que se han obtenido los mejores resultados se incrementa paulatinamente
de 0 a 10 voltios, ya sean de corriente alterna o directa y con 160 miliamperios a
2 amperios, mientras que los ciclos cuando se utiliza corriente alterna, puede

variar entre 20 y 60 ciclos/segundo.

Para provocar la electroeyaculacion, una persona aplicara periodos de
estimulacion de entre 3 a 7 segundos, seguidos por periodos de descanso con la
misma duracion. Con electroeyaculadores manuales y portatiles, se aplican
estimulos con un voltaje constante, pero se modifica el ritmo de la estimulacion
eléctrica. En cuanto se considere adecuado el volumen del semen eyaculado (No
menos de medio mililitro en caprinos, ovinos y bovinos), se suspende la
estimulacion eléctrica para tratar de contaminar lo menos posible el semen con
orina, ya que en ocasiones los machos orinan en cualquier momento antes o
inmediatamente después de la eyaculacién, por lo que es importante una buena
coordinacion entre el que estimula al macho y él que recolecta el semen. El semen
contaminado con orina puede usarse, una vez diluido, para inseminar en fresco a
las hembras. En caso de que se pretenda conservar el semen refrigerado o
enfriado durante algunas horas, es conveniente centrifugarlo (500 g/5 min) y

suspenderlos en otro medio o diluyente (Mejia et al., 2008).
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La recoleccion se realizara con la ayuda de un electroeyaculador de 6 a 9
volts.

El macho se puede trabajar parado sobre sus 4 extremidades como en
equinos, bovinos y caprinos entre otros o decubito lateral en algunos
felinos, se limpiara la zona prepucial y se cortaran los vellos para evitar
contaminacioén de la muestra seminal.

Una vez realizado esto se lubrica el electrodo y se introduce por el ano para
estimular las glandulas accesorias, el periodo de descargas, varia para
cada especie.

Después de lograr la eyaculacién, se retira el tubo colector evitando
derrames, asi como contaminacion.

Una vez cerrado el tubo con el eyaculado, se lleva al laboratorio, con las

caracteristicas ya descritas en parrafos anteriores.

2.8.2. Masaje rectal

Para la ejecucion de esta técnica se requiere de la participacion de dos

personas, una que efectué el masaje rectal y otra para colectar el semen. Es

necesario ubicar al toro en una manga, después de remover las heces del recto

se aplica un movimiento vigoroso de ida y vuelta de la mano sobre el area de la

pelvis, uretra, prostata y ampollas. Al iniciarse la pulsaciéon del musculo uretral, el

masaje debe continuar en sincronia con las pulsaciones y la otra persona debe

recoger el semen en una probeta de vidrio.

Ventajas

No requiere equipo costoso

Evita el dolor que puede ocasionar otras técnicas

Desventajas

Irritacion de la mucosa rectal
Falta de protrusion del pene que resulta en muestras contaminadas.

Se necesita de una segunda persona para colectar la muestra.
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e Dificulta la estimulaciéon de machos excitados o de mal caracter

e Se requiere de un operador con mucha destreza (Brito, 2017).

2.8.3. Vagina artificial

El método mas adecuado para la obtencion de eyaculados en algunas
especies animales como bovinos, ovinos, caprinos y équidos es la vagina artificial,
cuya temperatura y presion adecuadas, imitan de mejor manera las condiciones
naturales del depdsito del semen en la vagina de las hembras, por esto también
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, aln sin
estar en celo o machos de temperamento décil. Sementales con experiencia y
buena libido eyaculan rapidamente en el primer o segundo intento de monta,
mientras que la mayoria lo har4 después de algunas montas falsas (monte y
desmonte), hasta que penetren completamente en la vagina artificial (Cortes et
al., 1996).

Aunque existen muchos tipos de vaginas artificiales, fabricadas de manera
domeéstica o industrial, éstas consisten en un tubo rigido de plastico o de metal,
gue va desde 5 hasta 60 cm de longitud y 4.5 a 10 cm de diametro, con una valvula
metalica que permite introducir agua y aire, el diametro y longitud de la vagina
depende de la especie. Por la parte interna se introduce una funda de latex, cuyos
extremos se doblan y sujetan sobre el tubo rigido, formando un espacio que es
llenado con agua caliente que oscila entre 42 °C y 45 °C y aire, de tal manera que
el pene entre libremente a la vagina, pero con cierta presién. Algunas personas
recomiendan el lubricar el extremo de la vagina artificial por el que entra el pene,
teniendo la precaucibn de que el lubricante no sea toxico para los
espermatozoides. Por el otro extremo de la vagina artificial y dependiendo de 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).
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Procedimiento para la recoleccion

e Se preparala hembra en celo o maniqui en un lugar limpio y seco.

e Se acerca al semental para que reconozca a la hembra.

e Se limpiala zona genital con agua y con jabén secando perfectamente y se
cortan los pelos del prepucio para evitar la contaminacién del eyaculado.

e Se prepara la vagina artificial con todos los requerimientos descritos
anteriormente.

e Cuando el macho monte a la hembra se desvia el pene hacia la vagina.

e Una vez obtenido el eyaculado se procede a quitar el tubo colector
graduado para ser llevado al laboratorio y procesar la muestra (Avalos et
al., 2018).

2.9. Evaluacion de la calidad espermatica

Para evaluar semen resulta esencial contar con un microscopio de calidad,
preferente con adaptacion para contraste de fase, una platina térmica y un bafio
maria. En la evaluacion del semen se deben tener en cuenta al menos 3
parametros basicos. Ellos son:

e Viabilidad post-descongelacion
e Morfologia
¢ Numero de espermatozoide con motilidad (Catena et al., 1999).

El andlisis morfolégico de los espermatozoides es uno de los principales
componentes de la evaluacion de las caracteristicas de una muestra seminal. La
valoracion de la morfologia del espermatozoide se basa en la relacion directa que
haya entre la proporcién de espermatozoides anormales en el eyaculado, el tipo

de defecto morfoldgico y su relacion con la fertilidad in vivo de los toros.

Atendiendo a una clasificacion estrictamente morfologica, las anomalias

gue puedan generarse se clasifican en anomalias en la cabeza, en el tracto

23



intermedio y en la cola. Segun el 6rgano donde pueden haberse generado

diferenciamos las anomalias primarias y secundarias. (Hidalgo et al., 2005).

2.9.1. Anédlisis macroscopico

Las caracteristicas macroscopicas que se evallan de manera general en
el semen de los bovinos son: olor, color y volumen. Algunos examenes también

evallan el aspecto y la densidad macroscépica del semen (Paez et al., 2014).

2.9.1.1. Volumen

Se percibe mediante observacion directa del eyaculado colectado y se
expresa en mililitros (ml); puede estar entre 2 ml por eyaculado en animales

jovenes y entre 4 y 12 ml en animales adultos.

2.9.1.2. Apariencia

Se percibe mediante observacion directa del eyaculado colectado. El color
del eyaculado depende del contenido de riboflavina, y varia de acuerdo con la
concentracion espermatica; puede ir desde un liquido blanquecino claro hasta un

liquido lechoso oscuro.

2.9.1.3. Olor

Es caracteristico de la especie, no debe tener mal olor, si lo presenta puede

ser indicativo de algun proceso infeccioso.

2.9.1.4. Circunferencia Escrotal

Se mide con una cinta métrica (testimetro) tomando la lectura en la parte

mas ancha del escroto, ejerciendo una leve presion para el descenso de los
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testiculos (Ruiz et al., 2010). La circunferencia escrotal es una medida de gran
importancia, para determinar la fertilidad de toros, ya que es una medida altamente
correlacionada con calidad y cantidad de semen (Batista, 2011).

2.9.2. Anédlisis microscopico

2.9.2.1. Motilidad

Para que un espermatozoide sea capaz de fecundar a un ovocito ha de
reunir una serie de requisitos, entre ellos, tener motilidad progresiva. Dicho
parametro ha sido y sigue siendo el mas utilizado para valorar la calidad de un

eyaculado o de una dosis seminal.

El movimiento activo de los espermatozoides es impredecible para la
colonizacion del oviducto durante la fase de transporte espermatico sostenido en
el tracto genital de la hembra, y para que tenga lugar la fecundacion. Ademas, la
motilidad es una manifestacion de viabilidad espermatica y de integridad celular.
Un eyaculado con un porcentaje bajo de espermatozoides moviles, o ausencia de
motilidad, automaticamente sera descartado para el procesado posterior (Muifio,
2005).

La motilidad espermatica normalmente se valora de forma subijetiva,
mediante la observacibn de una muestra de semen con un microscopio de
contraste de fases y platina térmica a 37°C. En el eyaculado de los rumiantes dada
su elevada concentracion espermatica se puede valorar la motilidad masal,
definida como el movimiento de remolinos del total de espermatozoides de la
muestra. Normalmente la motilidad masal se valora de forma subjetiva en una
escala de 0 a 5, con una puntacion de 5 cuando se observan oleadas o remolinos
con movimiento rapido y vigoroso, y de 0 cuando no se observan movimiento de
ondas. Tras la dilucion del eyaculado, o la descongelacion de dosis de semen

congelado, se estima el porcentaje de espermatozoides individuales que estan en
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movimiento y el tipo de movimiento que realizan (progresivo 0 no progresivo). Las
dosis descongeladas con una motilidad progresiva inferior al 40% se descartan
para la IA (Muifio, 2005).

2.10. Morfologia y viabilidad del esperma

Para una interaccion normal del espermatozoide del tracto genital femenino
y con las envolturas del ovocito, ademas de tener motilidad progresiva, los
espermatozoides han de ser morfologicamente normales. Cualquier anomalia que
afecte a algun atributo del espermatozoide puede dificultar su migracion en el
tracto genital de la hembra impidiendo la unién con el ovocito.

A medida que aumenta la proporcion de espermatozoides anormales en el
eyaculado, desciende la capacidad fecundante del mismo. Por tanto, se ha de
tener muy presente que las muestras de semen con un porcentaje de
espermatozoides morfologicamente normales inferior al 70% han de descartarse

para la congelacién. (Muifio, 2005).

Mediante este examen se identifican las anormalidades que pueden afectar
el potencial reproductivo del toro. Desde el punto de vista de la morfo fisiologia,
las anomalias que puedan generarse se clasifican en anomalias en la cabeza, en
el tracto intermedio y en la cola. Clasifican las anormalidades de los
espermatozoides en tres grupos: primarias (aquellas que afectan la cabeza y el
acrosoma del espermatozoide), secundarias (las que afectan la pieza o tracto
intermedio) y terciarias (las que causan dafio de la cola). Otra escala de
clasificacion, que va acorde al o6rgano donde puede haberse generado la

anormalidad, las clasifica en anomalias primarias y secundarias.

La evaluacion morfoldgica se puede realizar por medio de una tincién con

eosina-nigrosina o con tinta china. En la evaluacion morfolégica es necesario
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determinar la cantidad y el tipo de anormalidades; se acepta un maximo de 30%
de espermatozoides anormales (Paez, 2014).

2.11. Concentracién espermética

La concentracion es un parametro importante en la evaluacién espermatica,
ya que existe una elevada correlacién significativa entre el numero de
espermatozoides inseminados y la fertilidad del toro. En este punto se debe
sefialar que existe gran variabilidad en la concentracion de un eyaculado a otro, y
de un toro a otro, siendo importante conocer el nimero de espermatozoides por
eyaculado, ya que de este parametro depende el nimero de hembras por

inseminar.

Existen diversos meétodos para medir la concentracion espermatica;
algunos de estos métodos son: la espectrofotometria, la colorimetria, la citometria
de flujo y el uso de camaras de recuento celular, como las de Burker, Neubauer o
Thoma. En Colombia el método mas utilizado es el de la camara de Neubauer,

denominado también Hemocitometro (Paez, 2014).

2.12. Importancia de la conservacién del semen bovino

El procesamiento de semen permite utilizar recursos genéticos a largo
plazo. Uno de los obijetivos prioritarios de la industria de la IA ha sido la prediccién
de la capacidad fecundante del semen comercializado; de esta forma se han
sucedido a lo largo del tiempo diferentes métodos diagnésticos, desde la
evaluacion de la motilidad, volumen, concentracién y morfologia espermatica de
los eyaculados hasta la contratacion de dosis de semen bovino congelado
mediante sistemas de analisis computarizado, citometria de flujo y test de

funcionalidad espermatica basados en la fecundacién in vitro (Muifio, 2005).
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El toro, ademés de aportar el 50% del material genético para la
generacion de un nuevo ser, representa, aproximadamente, el 85% de la
eficiencia del comportamiento reproductivo del hato como lo menciona
Cardozo; en este sentido, deberia ser evaluado de manera periddica, con el fin
de determinar su aptitud reproductiva, sin embargo, esta practica es poco
tradicional en el pais, y se aplica principalmente aquellos reproductores
destinados a los procesos de colecta con fines de criopreservacién para
obtencién de pajillas y a toros destinados para la venta como reproductores.

En procesos de servicio natural la relacion toro-hembra esta alrededor
de 1/25 a 1/50,en tanto que en procesos de inseminacion artificial esta relacion
puede llegar a ser de 1/10000 o superior, razén por la cual es fundamental
realizar la evaluacion de esos toros utilizados, ya que si falla una hembra, se
puede perder una cria, pero si lo que se tiene es un toro con problema de
fertilidad se puede llegar a perder hasta 40 crias o mas por cada 100
hembras (Paez, 2014).

Otra accion por la cual es importante la conservacion del semen bovino es
tener pajillas de sementales de los cuales se desea conservar por varias

generaciones por sus caracteristicas deseables.

2.13. Diluyentes

Los diluyentes son compuestos quimicos, 0 conjunto de sustancias que
preservan la viabilidad y fertilidad del semen, a la vez que posibilitan el
procesamiento de un numero previamente establecido de espermatozoides,
acondicionados en envases adecuados, de un tamafio conveniente para la
inseminacion (Curbelo, 2013).

Funciones de un diluyente:
a) Proveer nutrientes a los espermatozoides, como fuente de energia.

b) Proteger los espermatozoides contra los efectos dafinos de un enfriado rapido.
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c) Proveer un buffer para prevenir efectos nocivos de cambios de pH al formarse
acido lactico, resultante del metabolismo de la glucosa por los espermatozoides.
d) Mantener una presion osmética y un balance electrolitico adecuado.

e) Inhibir el crecimiento bacteriano.

f) Aumentar el volumen de semen de modo que pueda ser utilizado para multiples
inseminaciones.

g) Proteger los espermatozoides del congelado.

2.13.1. Componentes de los diluyentes

e Agua, que se comporta como solvente de los componentes seminales y del
diluyente.

e Sustancias disueltas ionicas y no iénicas, para mantener la osmolaridad y
tamponar el pH del medio (generalmente citrato de sodio, Tris amino
metano o glutamato monosédico).

e Sustancias organicas con capacidad de impedir el choque de frio (por lo
general yema de huevo o leche).

e Agentes crioprotectores, como glicerina o DMSO (dimetil sulfoxido).

e Azlcares simples como fuente de energia o di- y tri-sacaridos como
crioprotectores adicionados.

e Aditivos tales como enzimas que puedan mejorar la fertilidad.

e Antibidticos para el controlar el crecimiento microbiano (Curbelo, 2013).

2.13.1.1 Sustancias nutritivas (buffer)

Los Buffer se adicionan con la finalidad de neutralizar los productos de
desecho del metabolismo espermatico, principalmente el &cido lactico. Un
diluyente debe ser isotonico al semen (tener la misma concentracion de iones
libres, debe tener capacidad amortiguadora para evitar cambios en el pH al

neutralizar los productos del metabolismo). Un buffer comin es el citrato de sodio,
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aunque también se han usado otros como el tris (hidroximetil-amino-metano) con

buenos resultados, proporcionando un pH adecuado (6.5-7.2) (Baca, 2019).

2.13.1.2. Sustancias crio protectoras

El agente crio protectores son los que tienen la finalidad de proteger a los
espermatozoides durante la fase de cristalizacion debido a las bajas temperaturas,
el glicerol es la sustancia mas empleada debido a los resultados obtenidos. La
eficiencia protectora del glicerol ha sido atribuida a su capacidad de “atrapar” el
agua y ayuda a que solo se lleguen a formar pequefios cristales de hielo (Carpio,
2015).

La funcidn de los crio protectores es la de proteger a las células de las

lesiones producidas por la congelacion.

Se cree que los crio protectores actuan reduciendo la cantidad de hielo
presente a cualquier temperatura durante la congelacion, moderando asi los

cambios en la concentracion de solutos.

Los crio protectores incrementan la probabilidad de supervivencia celular,
pero a determinadas concentraciones resultan ser toxicos para las células, por
ello, debe establecerse un equilibrio entre la minima cantidad necesaria que
provea proteccion celular durante el proceso de congelacién-descongelacion, y la

maxima cantidad que no presente efectos toxicos para las mismas (Carpio, 2015).

2.13.2. Principales diluyentes comerciales utilizados

2.13.2.1. Andromed

Diluyente sin yema de huevo para semen bovino, sus principales beneficios son:

e Siningredientes de origen animal



e Sin riesgo de contaminacion microbiolégica
e Protocolos de produccion eficiente

e Altas tasas de fertilidad

e Amplio rango de aplicacion

e Estandar GMP de produccién Minitube

Composicién

AndroMed® contiene fosfolipidos, TRIS, acido citrico, azlcares,
antioxidantes, tampones, glicerina, agua de altisima pureza y antibiéticos, de
acuerdo a la Directiva de la UE 88/407 (Tilosina, Gentamicina, Espectinomicina,
Lincomicina). AndroMed®, concentrado, con antibioticos GTLS, de acuerdo a la
Directiva 88/407 de la UE (MINITUBE, 2018).

2.13.2.2. Optidy!

Elaborado por Cryo Vet S.A.S. Es un concentrado para diluyente con férmula
tris, yema de huevo ionizada, glicerol, antibiotico (penicilina, estreptomicina,

espectinomicina, lincomicina) (Garcia, 2016).

2.13.2.3. Triladyl

Triladyl® es un concentrado estéril para la preparacion de un diluyente con
yema de huevo para la congelacion de semen bovino en un solo paso. Triladyl® se
presta también para la congelacion de semen de otros rumiantes por ejemplo ovino,
caprino, ciervo etc. Su contenido en antibioticos corresponde al estandar de la UE: EC
norma 88/407.

Composicion
e TRIS

e Acido citrico
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e Azlcar

e Tampones

e Glicerina

e Antibidticos

e Agua de extrema pureza

e 100 ml del diluyente preparado contienen (unidades activas)
e Tilosina 5,7 miligramos (mg)

e Gentamicina 28,6 mg

e Espectinomicina 34,3 mg

e Lincomicina 17,2 mg (MINITUBE, 2012).

2.14. Procesamiento de semen bovino

2.14.1. Dilucion

Se agrega al semen una cantidad igual de diluyente (fraccién A) y se mantiene
a 35°C con el fin de que no se vea afectada la supervivencia de los espermatozoides,
de acuerdo a los resultados se procedera a hacer los célculos de dilucién para lo cual
se consideran los siguientes parametros:
e Volumen
e Concentracion
e Motilidad
Para determinar el nimero de células vivas y a la vez determinar el
namero de pajillas para asi definir la cantidad de diluyente necesario para cada una de

las muestras a procesar (Cruz, 2014).

2.14.2. Envasado

Existen basicamente tres tipos de pajuelas: -La pajuela francesa, de 113
milimetros (mm) de largo y un volumen de 0,5 cm3 (es la mas comuan). -La “mini

pajuela”, de igual largo que la anterior, pero de 0,25 cm3 de volumen. -El “minitub”, de
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origen aleman, es una pajuela de aproximadamente la mitad largo que las anteriores
y un volumen de 0,25 cm3. Las pajuelas tienen un tapén de algodon y alcohol
polivinilico en una punta. Luego del llenado, el otro extremo se sella con ultrasonido (si
se usa la envasadora automatica de Cassou) o sumergiendo el extremo de la pajuela
en alcohol polivinilico (esta droga viene en polvo, y al contacto con el liquido se

humedece, sellando la pajuela).

2.14.3. Congelacién

Después de enfriar el semen diluido a 4-5° C y posterior equilibracion, se realiza
la congelacién de las pajuelas. Estas se suspenden horizontalmente en vapor de
nitrégeno liquido (NL) a 4-5 cm por encima del NL durante 4-5 min, luego al llegar a
los -100° C, las pajuelas son sumergidas en el nitrégeno. La velocidad de enfriamiento
puede ser regulada por la distancia de las pajuelas desde el nivel de NL y el tamafio
de la pajuela (0,25 o0 0,50 cm®) (Leboeuf et al., 2000).

2.14.4. Descongelacion

Es dificil, sino imposible, separar los efectos del congelado de los del
descongelado. Tedricamente, cuanto mas rapido es el congelado, mas rapido debe
ser el descongelado. Sin embargo, el descongelado puede estar influenciado por otros
eventos. Existen interrelaciones entre las tasas de congelado y descongelado y los
diluyentes, asi como factores como concentracion de glicerol, tamafio y forma del
envase del semen, composicién del contenido, medio de descongelado (agua, aire,
etc.), temperatura y método de descongelacién. No hay una receta especifica en
cuanto a la mejor técnica de descongelado, sino que el técnico debe seleccionar el
método mas conveniente a lo expresado en el parrafo anterior, y a las condiciones
particulares de cada trabajo. En términos generales, la principal norma a tener en
cuenta es que el semen, desde el momento en que es retirado del termo de
inseminacion, no debe ser sometido a oscilacién de temperatura. Dentro de los

métodos de descongelado estan los siguientes (sin que el orden en que se enumeren
33



signifique necesariamente una jerarquizacién de los mismos): 1) Descongelado al aire

a temperatura ambiente. Este método consiste en sacar la pajuela del termo vy

mantenerla en el bolsillo hasta la inseminacion. 2) Descongelado en agua a 40° C por
1 minuto. La pajuela se coloca en bafio Maria a esa temperatura, y luego se traspasa

a la pistola de inseminacion. 3) Descongelado a 75° C por 12 segundos. 4)

Descongelado en agua a 37° C (Cavestany, 1994).

2.15. Evaluacion post congelacion

Debido a la relacion entre la calidad del material genético y la fertilidad
seminal, se realiza a menudo la determinacion de la calidad del semen para ser
utilizado en IA (Bicudo et al., 2007). Normalmente los laboratorios con el objetivo
de estimar el potencial de fertilidad de una muestra de semen realizan
determinadas pruebas: Motilidad espermatica (%), vigor (0-5), concentracion
espermatica (millones/ml), morfologia (%) y prueba de termorresistencia (lenta o
rapida) (Arruda et al., 1992).

Lo que se busca es evaluar si el semen fue capaz de superar el proceso de
congelacion y de descongelacion. Se evaluan factores intrinsecos (semen) y
extrinsecos (manejo de N? liquido en termo, etc.). La evaluacion post
descongelacion consiste en descongelar dos pajuelas de 0,5 ml 0 0,25 ml en bafio
de agua a 36°C. A los 45 segundos se extrae una de las pajuelas y se seca con
toalla de papel, debido a que el agua puede ser nociva para los espermatozoides.
El contenido de la pajuela se agita hacia el extremo con tapon de algodoén, en
tanto que el extremo opuesto de la pajuela se corta, para liberar el semen en un
tubo de ensayo pequefio, limpio y desechable, cortando la abertura pequefia que
se encuentra justamente por debajo del tapon de algodén. Se coloca una gota

pequefia del semen sobre el portaobjetos tibio con cubreobjetos (Curbelo, 2013).

Segun Barth y Oko (1989) para evaluar semen congelado se deben tener

en cuenta al menos 3 parametros basicos:
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e Viabilidad post-descongelaciéon (% de motilidad progresiva, vigor y
acrosomia)
e Morfologia
e Concentracion de espermatozoides con motilidad progresiva por dosis
inseminante
Estas tres pruebas si bien deben hacerse inmediatamente post-
descongelacion, debido a que el dafio de membrana puede no ser completamente
expresado en este momento, se deberian hacer la evaluacién conocida como
prueba de termorresistencia o de incubacién, donde el semen se incuba a 37°C
durante 2 horas.

35



lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion del area de estudio

Este trabajo de investigacion se realizé en el laboratorio de produccion animal,
asi como en el establo lechero de la Universidad Autdnoma Agraria Antonio Narro, en
Buenavista, al sur de la ciudad de Saltillo, Coahuila, la cual se ubica aproximadamente
a 8 km. Al sur de la ciudad de Saltillo, en las coordenadas terrestres 25°22'44” latitud
norte y 101° 00’ 00” longitud oeste, a una altura de 1743 msnm, con una temperatura
media anual de 17.9°C y una precipitacion media anual de 303.9 mm

(INEGL.http://www.inegi.org.mx/geo/contenidos/mapadigital).

3.2. Materiales

En campo:
o Sementales
o Tijeras
o Agua destilada
o Cinta métrica
o Protector para tubo de ensayo
o Tubo de ensayo graduado
o Toallas de papel higiénicas
o Lubricante
. Guantes para palpar
o Cono de latex
o Electroeyaculador automatico (Electrojac)
o Prensa para sujetar al ganado
o Cuerda para sujetar a los toretes
o Caja de herramienta
o Microscopio
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o Agitadores

o Gradilla

o TermOmetro

o Bafio maria

o Extension eléctrica

o Multicontactos

o Portaobjetos

o Cubreobjetos

o Hemocitometro

o Diluyentes

o Vehiculo de transporte

En laboratorio:

o Microscopio

o Portaobjetos

o Cubreobjetos

o Hemocitometro

o Mangueras de latex

o Gasa estéril

o Pajillas

o Matraz Erlenmeyer

o Probeta graduada

o Pipetas serologicas

o Espatula

o Bafio maria

o Lampara de luz ultravioleta
o Papel filtro

o Frascos de vidrio

o Autoclave para esterilizar material

o Papel aluminio



o Cinta
o Agujas para maquina envasadora
o Envasadora de semen automatica MRS 1(1.M.V. 1980)

o Diluyentes

3.3. Sementales utilizados

Para la realizacion de este trabajo de investigacion se hizo una seleccion previa
de 5 toretes del establo lechero de la universidad, de raza sintética Holstein x Angus,
donde se buscé que fueran lo mas homogéneos uno de otro en cuanto a edad, peso,

condicion corporal y circunferencia escrotal.

Posterior a ello se realiz6 la extraccion de semen de cada unoy se evaluo donde
de los 5 toretes con los que se inicid se seleccionaron 3 los cuales fueron identificados
con los aretes de SINIGA (6888, 6880 y 6881).

Al concluir esto se tomo la decision de utilizar solo al torete identificado con
namero de arete 6881, la circunferencia escrotal registrada para este animal fue de 31
cmy en cuanto a su eyaculado se reportd una motilidad espermatica de 80% (semen

fresco).

Los trabajos para el procesamiento del semen se realizaron en el laboratorio,
para lo cual se requirieron 2 dias. El semen colectado fue diluido y fraccionado en
partes iguales para los 3 diluyentes en estudio, quedando asi un total de 20 pajillas

para cada uno.

3.4. Método de obtencién de la muestra de semen

La obtencion de la muestra de semen (eyaculado) se realizé a través de la
técnica de electroeyaculacion descrita por Morillo et al. (2012), Rangel (2007),

Angelino (2009). Utilizando un electroeyaculador de corriente alterna que va conectado
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a una bateria que transmite corriente eléctrica la cual estimula los diversos segmentos

de las vias urogenitales del semental.

Se inmovilizo al animal en una prensa para evitar movimientos bruscos y que el
propio semental se lesionara, una vez sujeto se procedié a recortar el pelo y el vellon
largo que rodea la vaina del prepucio, se lavd toda el area del prepucio con agua
destilada y se sec6 con una toalla de papel higiénico para evitar contaminacion.

Posteriormente e lubrico el electroeyaculador y se introdujo via rectal del
semental a una profundidad de 35 centimetros, procurando no lastimar la mucosa y

las paredes internas del mismo.

Una vez introducido el electroeyaculador por el recto del animal se inici6 con los
estimulos eléctricos con un intervalo de 2 segundos entre un estimulo y otro, el cual

asciende gradualmente hasta 30 voltios.

Para recoger el semen se utiliz6 un colector, el cual estaba provisto de un
embudo de hule latex, que lleva conectado un tubo de ensayo graduado y protegido
con un aislante térmico para evitar que la luz solar y los cambios de temperatura

puedan dafiar a los espermatozoides.

3.5. Evaluacion de la muestra de semen

La muestra de semen fue mantenida en condiciones adecuadas a 35-37°C con
la ayuda de un bafio maria, siendo cautelosos de no exponer a los espermatozoides a
factores que afecten su viabilidad, como lo es: los cambios bruscos de temperatura,

exposicidon prolongada a la luz solar, material sucio y agitacion brusca.

Para determinar si era 6ptima la calidad, y determinar si debia ser procesado se
incluyeron varios parametros a considerar como:

o Apariencia
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° Volumen
. Motilidad

° Concentracion

3.5.1. Concentracion

Segun Hafez (1968) es muy importante la determinacion exacta de la
concentracion, o numero de espermatozoides por mililitro de semen, ya que esto es
una de sus caracteristicas mas variables que se usan para juzgar la calidad del mismo.
La concentracion, cuando esta combinada con el volumen y el porcentaje de
espermatozoides moviles, da el niumero de espermatozoides moviles por eyaculacion:

cantidad que determina cuantas hembras pueden ser inseminadas.

3.5.2. Volumen

Se mide directamente en el tubo colector, aunque es sabido que el volumen del

eyaculado puede variar entre machos dentro de una misma especie.

3.5.3. Motilidad

La motilidad se determindé mediante el uso del microscopio y es subjetiva, ya
gue no existen aparatos que proporcionen una medida directa. Se determina en dos
formas:

e Movimiento masal: se coloca una gota de semen en un portaobjetos limpio,
seco y templado a 35-37°C, se cubre y se observa la onda de movimiento con
el objetivo de 10x, la estimacion de la motilidad de los espermatozoides se hace
sobre la base del vigor o potencia de la onda, segun este o no presente dicho
movimiento.

e Movimiento individual: se deposita una gota de semen diluido con una gota
de citrato de sodio al 2.9% sobre un portaobjetos limpio y templado a 35-37°C,

se coloca un cubreobjetos y se observa a través del microscopio, donde se
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valora el porcentaje de espermatozoides que son moviles (movimiento rectilineo

progresivo).

3.5.4. Concentracion

La concentracion es el numero de espermatozoides por ml, esta determinacién
se realizo por medio de un hemocitometro o camara de Neubauer y una pipeta para
glébulos rojos con una dilucién de 1:200.

Para estimar la concentracion se procedio de la siguiente manera, se monté la
pipeta y la boquilla y se aspir6 una muestra de semen hasta la marca de 0.5ml y se
adicion6 colorante de anaranjado de metilo para facilitar los conteos por la postura
estatica que presentaban los espermatozoides. Una vez que el semen fue mezclado
perfectamente con el colorante se contactd la punta de la pipeta por debajo del
cubreobjetos hasta cubrir la superficie sefialada y permitiendo un reposo de dos
minutos (es importante mencionar que las primeras 4 o 5 gotas se sedimenten,
posteriormente se coloco el hemocitometro al microscopio con aumento de 10x, para
realizar el conteo de espermatozoides, esta accion consistié en considerar el nUmero
de células presentes en los 4 cuadros extremos y uno central (de un total de 16
cuadros) de cinco camaras del hemocitometro, de tal forma que cada lectura obtenida
se multiplico por 10 millones (factor de dilucion) determinando asi el niumero de

espermatozoides por mililitro.

3.6. Preparacion de los diluyentes a utilizar

La preparacion de los diluyentes debe hacerse en un medio aséptico; por lo que

el material utilizado en este trabajo fue esterilizado previamente.

3.6.1. Preparacion del Optidyl
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El diluyente Optidyl se compone de un 40 % de concentrado (diluyente Optidyl)
y 60% de agua bidestilada, su preparacion es sumamente facil, dado que el
concentrado Optidyl es un concentrado para diluyente con férmula tris, yema de huevo
ionizada, glicerol, antibiético (penicilina, estreptomicina, espectinomicina, lincomicina)
de conformidad con la Directiva Europea 2003/43/CE que modifica la Directiva CEE
88/407.

Los pasos para su elaboracion fueron sencillos a excepcién de que requiere
mas tiempo de equilibracion en relacion a los otros diluyentes utilizados, ya que se
considerd un 40 % de concentrado Optidyl y 60 % de agua bidestilada para preparar
el volumen requerido de diluyente (30 ml), el procedimiento de elaboracion se
desarroll6 de la siguiente manera, se midieron 12 ml de concentrado Optidyl y 18 ml
de agua bidestilada, el agua bidestilada se coloco en un matraz Erlenmeyer al igual
gue los 12 ml de Optidyl durante 15 minutos a una temperatura de 32-34°C, se agrego
el Optidyl concentrado en el matraz Erlenmeyer que contiene el agua bidestilada, se

homogenizo la solucion para su posterior empleo.
Como recomendacion planteada por el laboratorio Cryo vet S.A.S., el medio
debe usarse dentro de las 6 horas posteriores a su preparacion con el fin de reducir

los riesgos de contaminacion bacteriana o fungica del medio.

Cuadro 1. Componentes y proporciones utilizadas en diluyente Optidyl

Componente Proporcion
Concentrado Optidyl 12 mi
Agua bidestilada 18 mi
Tris e

Yema de huevo ionizada | = e—mmee--

Glicerol | e

Peniciina | e

Estreptomicina | —eemeee-

Espectinomicina | —eemeee-

Lincomicha | e
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*No se encontraron datos

3.6.2. Preparacion del Andromed

El diluyente Andromed se compone de 1 parte de concentrado (diluyente
Andromed) y 4 partes de agua bidestilada, su preparacion es sumamente facil, dado
gue el concentrado Andromed ya contiene fosfolipidos, acido citrico, antioxidantes,
glicerina y antibidticos (Tilosina, Gentamicina, Espectinomicina y Licomicina).

Los pasos para su utilizacién fueron muy sencillos, ya que se considero la
proporcion de 1:4 (1 parte de concentrado Andromed y 4 partes de agua bidestilada)
para preparar el volumen requerido de diluyente (30 ml). ElI procedimiento de
elaboracion se desarrollé de la siguiente manera, se midieron 6 ml de concentrado
Andromed y 24 ml de agua bidestilada, ambas proporciones se temperaron a 35°C por
medio de bafio maria, para luego mezclarlas y agitarlas manualmente hasta que se

homogeniz6 por completo para su posterior utilizacion.

Cuadro 2. Componentes y proporciones utilizadas en diluyente Andromed

Componente Proporcion
Concentrado Andromed 6 ml

Agua bidestilada 24 ml

Tilosina 5.7 mg/100 ml
Gentamicina 28.6 mg/100 ml
Espectinomicina 34.3 mg/100 ml
Lincomicina 17.2 mg/100 mi

3.6.3. Preparacion del Triladyl con yema de huevo

El procedimiento para la preparacion del diluyente consisti6 en mezclar 18 ml
de agua bidestilada, 6 ml de concentrado Triladyl y 6 ml de yema de huevo, esta ultima
proporcion fue establecida considerando las recomendaciones contempladas en el

manual de preparacién para este diluyente, dado a que, para el semen bovino se
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requiere una cantidad mayor de yema de huevo, en comparacion con el semen
caprino. Proporcionalmente hablando, la yema de huevo representa para este caso el
20 % de la mezcla, el agua 60 % y el concentrado de Triladyl el 20 %, el componente
final contiene glicerol, acido citrico, fructosa, tampones y antibiéticos (Tilosina,

Gentamicina, Espectinomicina y Lincomicina).

Los pasos para la elaboracion fue el siguiente, se depositaron 6 ml de
concentrado Triladyl en un vaso de precipitado, posteriormente se agregd 18 ml de
agua bidestilada. Seguido de esto se casco un huevo fresco de manera cuidadosa
para separar la clara de la yema, esta Ultima porcion se colocd en un papel filtro,
haciéndola rodar cuidadosamente sobre el para eliminar los restos de clara y de la
membrana, la yema filtrada se colocé en un vaso de precipitado y con la ayuda de una
pipeta se tomaron 6 ml de yema,; en seguida se agrego la yema a la solucion madre
(concentrado Triladyl y agua bidestilada) y se procedio al mezclado general. Es
importante respetar este orden en que se agregaron los componentes, para garantizar

el 100 % de las cualidades del diluyente.

La mezcla final se filtr6 con la ayuda de una gasa estéril, quedando listo el

diluyente para su utilizacion.

Cuadro 3. Componentes y proporciones utilizadas en el diluyente Triladyl

Componente Proporcion
Concentrado Triladyl 6 ml

Agua bidestilada 18 mi

Yema de huevo fresco 6 ml

Tilosina 5.7 mg/100 ml
Gentamicina 28.6 mg/100 ml
Espectinomicina 34.3 mg/100 ml
Lincomicina 17.2 mg/100 mi

3.7. Dilucién del semen
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Una vez evaluada la muestra de semen, se le agreg6 a este una cantidad igual
de diluyente y se mantuvo a una temperatura de 35°C con la finalidad de que no se
viera afectada la supervivencia de los espermatozoides y que tampoco se presente un
declive en el poder de fertilizacion. De acuerdo a los resultados se procedio a realizar
los célculos de dilucion, para lo cual, se tomaron a consideracion los siguientes
parametros: volumen, concentracion y motilidad para determinar el nimero de células
vivas y por ende el numero de pajillas, lo cual permite definir la cantidad de diluyente

a utilizar.

3.7.1. Célculo de dilucidn

Los célculos de dilucion se realizaron de la siguiente manera. Para la
determinacion de células vivas se utilizé la siguiente formula:

Células vivas= (VOLUMEN) x (CONCENTRACION) x (%DE MOTILIDAD)

La determinacion del niumero de pajillas se obtuvo de la siguiente manera:

# De pajillas = # de células vivas/ millones de espermatozoides deseados por
dosis

La determinacion de la cantidad de diluyente necesario para el procedimiento

de semen se utilizé la siguiente formula.

Cantidad de diluyente = (numero de pajillas) x (0.5 ml)

Donde:

0.5= volumen de la pajilla en ml.

Los medios nutritivos probados en este trabajo de investigacion son los

siguientes:
o Optidyl
. Andromed
o Triladyl con yema de huevo
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3.8. Gliceralizacién y equilibracion

Una vez realizado los calculos de dilucion se procedié a realizar la mezcla de

semen diluyente de la siguiente forma.

Para los diluyentes Andromed, Triladyl y Optidyl solo se procedi6 a darles el
tiempo de equilibracion (de dos a tres horas), esto debido a que los 3 diluyentes ya

contienen glicerol en su composicion, por lo que no fue necesario agregarles.

3.9. Envasado de semen

Posteriormente al tiempo de equilibracion se procedié a envasar el semen
diluido en pajillas francesas de 0.5 ml; con ayuda de la maquina automatica
envasadora de semen “MRS 1 (I.M.V.1980), es importante sefialar que para la
manipulacion del semen fue necesario mantener la maquina empajilladora a una
temperatura constante de 5°C. De la misma manera el material utilizado para este
procedimiento debid mantenerse a esta temperatura (5°C) y estar previamente

esterilizado.

3.10. Congelamiento y almacenamiento de pajillas

Una vez envasado el semen, se expusieron las pajillas al vapor de nitrogeno
liquido (-80°C) durante un tiempo de 9 minutos, posteriormente fueron almacenados
en el termo haciendo contacto con el nitrdgeno liquido a una temperatura de -196°C,
todas las pajillas fueron previamente identificadas y colocadas en bastones dentro de

las canastillas del termo.

3.11. Evaluacién post-descongelacion

La evaluacion post-descongelacion para cada diluyente utilizado en este estudio

se realizd obteniendo un total de 18 pajillas descongeladas por diluyente.
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Se procedié a descongelar pajillas en agua destilada a una temperatura de 35°C
durante un lapso de 30 segundos, enseguida se observaron las muestras de semen
procesado al microscopio y asi se determinaba el porcentaje de motilidad recuperada
des espermatozoide en la post-descongelacion y de esta manera se evaluo el efecto
de cada uno de los diluyentes empleados.

3.12. Disefo experimental

Se utilizd6 un disefio completamente al azar. Con la ayuda del programa
estadistico de la Universidad Autbnoma de Nuevo Leon de la facultad de agronomia
de Olivares (1994).

Con el objetivo de saber cual o cuales de los diluyentes son iguales o diferentes
en su comportamiento, se procedié a realizar una prueba de medias aplicando la
prueba de Tukey al 95% de confianza (p=0.05). Dado que esta prueba es una de las

utilizadas debido a su alto grado de confiabilidad.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

El proceso de criopreservacion de semen conduce a una pérdida de
aproximadamente el 50% de los mismos, es por tal motivo que los protocolos de
congelacion deben ser realizados de acuerdo a la especie doméstica.

Los resultados obtenidos en la primera fase de pre-congelacion permitiran
conocer la diferencia en porcentajes de la recuperacion de motilidad esperméatica con
respecto a la segunda fase de post-congelacion de cada uno de los diluyentes
empleados en este trabajo.

Aclarando que en la primera fase el semen se encontraba ya con los diluyentes
utilizados y se encontraba estandarizado y atemperado a 5°C dentro de la maquina
envasadora de semen MRS 1 (1.M.V. 1980).

Asi mismo los resultados de la evaluacion en la fase de post-descongelacion,
aunado a la menor diferencia entre porcentajes de motilidad conservada en las dos
fases (pre y post), asi como el porcentaje de motilidad espermatica del semen fresco,
indicaran la o las respuestas del comportamiento de los diluyentes, por lo que el mejor
diluyente sera aquel que presente el mayor porcentaje de motilidad espermatica en la
fase de la post-descongelacion y la menor diferencia entre la motilidad observada en
el semen fresco y en las dos fases (pre y post-descongelacion), ya que esto podria

mostrar el grado de adaptabilidad de los espermatozoides a los diferentes diluyentes.

Como se menciond previamente, la respuesta del porcentaje de recuperacion
de motilidad espermatica se midi6 en dos momentos, uno en la fase de pre-
congelacion y el otro en la post-descongelacion. Los resultados de las mediciones en
la primera fase muestran que el diluyente Andromed obtuvo una recuperacion de
motilidad espermatica del 75%, el Optidyl del 70% y el Triladyl del 80%, mientras que,

al realizar la medicién en la fase de post-descongelacion, se obtuvieron los siguientes
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resultados: 40.83% el Andromed, 45% el Optidyl y 45.28% el Triladyl, con estos
resultados se observa que la respuesta al porcentaje de recuperacion espermatica de
los diluyentes Optidyl y el Triladyl es practicamente igual, mientras que al compararlos
con la respuesta del Andromed se aprecia una diferencia significativa quedando este
ultimo diluyente con la respuesta mas baja de los tres (Grafica 1).

% de motilidad promedio recuperada de cada

diluyente
80%
75%
70%
45.00% 45.28%
40.83%

andromed andromed optidyl pre- optidyl post- triladyl pre- triladyl post-
pre- post- congelacion congelacion congelacion congelacion

congelacion congelacion

Grafica 1. Porcentaje de motilidad promedio recuperada de cada diluyente.

De acuerdo a los resultados presentados en la grafica anterior y en base a los
criterios previamente establecidos donde se determind que el mejor diluyente seria
aquel que presentara el mayor porcentaje de motilidad espermatica en la fase de la
post-descongelacion aunado a la menor diferencia entre porcentajes de motilidad
observada en las dos fases (pre y post), asi como el porcentaje de motilidad
espermatica del semen fresco, sugiere que, el diluyente Triladyl presenté un mejor
comportamiento de recuperacion de motilidad espermatica con relacion a los

diluyentes Andromed y Optidyl, esto de acuerdo al comportamiento numérico y
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tendencial de los resultados entre diluyentes, sin embargo, estadisticamente el Optidyl

y el Triladyl tuvieron un efecto practicamente igual, mientras que andromed queda con

la respuesta méas baja de los tres .

Cuadro 4. Diferencias entre el porcentaje de motilidad esperméatica recuperada de
las fases de pre y post-congelacién referente al proceso de motilidad del semen en

fresco.

Motilidad de Diluyente Moatilidad Motilidad Diferencia de | Diferencia de | Diferencia de
semen pre- post- motilidad en | motilidad pre | motilidad en

fresco (%) congelacién | congelacioén fresco vs Vs post fresco vs

(%) (%) Media pre- (%) post (%)

congelacién
(%)

80 | Andromed 75 40.83 5 34.17 39.17
80 | Optidyl 70 45 10 25 35.00
80 | Triladyl 80 45.28 0 34.72 34.72

Con los datos obtenidos en el presente trabajo de investigacion se encontro,

aunque no estadisticamente pero si en diferencia numérica y tendencial, una mejor

respuesta en el diluyente Triladyl con respecto al Andromed y Optidyl en las dos fases

evaluadas (pre y post-congelacion), esto puede deberse a la composicion y contenido

de antibidticos en el diluyente; adicional a ello en la preparacion del Triladyl dado a

gue se adiciona yema de huevo de gallina y el efecto que este tiene es que la yema
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protege a las células esperméticas frente al shock por los cambios de temperatura,

causa principal de la muerte espermatica. Este efecto ha sido evaluado por Marin

(2014) en su trabajo de grado de maestria, donde evalué la comparacion del efecto de

la yema de huevo de codorniz, pata y gallina sobre las variables espermaticas de toros

antes y después del proceso de criopreservacion.

Ramonez (2013), en su tesis de maestria obtuvo el resultado mas alto de

espermatozoides vivos se presentd en el diluyente Triladyl con una media de

recuperacion espermatica del 51.80% en comparacion a los diluyentes Trehalosa

(33,85%) y Sacarosa (31,85%).

Por su parte Cruz (2014), en su tesis de licenciatura obtuvo resultados

favorables con el Triladyl donde obtuvo una recuperacion espermatica de semen

bovino del 40% en comparacion al Tris y Citrato de sodio.
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En la gréfica anterior (Grafica 2), se puede observar el comportamiento que
mostraron los tres diluyentes en torno a los porcentajes de recuperacion de motilidad
espermética en la fase de post-congelacién empleando cada una de sus respectivas

muestras.

En las siguientes graficas (Grafica 3, Grafica 4 y Grafica 5) se observa el
comportamiento de cada uno de los diluyentes usados en este trabajo de investigacion
con respecto al porcentaje de recuperacion espermatica que presentd cada uno en las

fases de pre-congelacion y post-congelacion.

% promedio de motilidad recuperada
de Andromed

40.83%

Motilidad inicial en semen  andromed pre-congelacion  andromed post-congelacion
fresco

Grafica 3. Porcentaje promedio de motilidad recuperada
del diluyente Andromed.
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% promedio de motilidad recuperada

de Optidyl
80%
70%
45.00%
Motilidad inicial en semen optidyl pre-congelacion optidyl post-congelacion

fresco

Grafica 4. Porcentaje promedio de motilidad recuperada
del diluyente Optidyl.

% promedio de motilidad recuperada

de Triladyl
80% 80%
45.28%
Motilidad inicial en semen triladyl pre-congelacion triladyl post-congelacion

fresco

Grafica 5. Porcentaje promedio de motilidad recuperada
del diluyente Triladyl.
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V. CONCLUSIONES

Al emplear los diluyentes Optidyl, Triladyl y Andromed como medio de
criopreservacion espermatica en semen bovino se observa que el ultimo en mencion
gueda por debajo de los dos primeros con practicamente 5 puntos porcentuales,
mientras que los dos primeros mostraron un efecto muy similar y en un rango
porcentual muy recomendable, por lo que de acuerdo a los resultados de este estudio
podria decirse que los diluyentes Optidyl y Triladyl son los mas recomendables para

Su uso en los fines ya mencionados.

Aunque numeérica y tendencialmente el Triladyl ofrecid una mejor respuesta en
el porcentaje de recuperacion de motilidad espermatica, pero no asi estadisticamente
se recomienda realizar otros estudios comparativos principalmente entre los diluyentes

Triladyl y Optidyl.
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VI. RESUMEN

El conocimiento de la fertilidad o de la capacidad fecundante de cada toro es
uno de los principales objetivos en la produccion de semen bovino. Un requisito
indispensable para el desarrollo de la inseminacion artificial es que el semen utilizado
mantenga su capacidad de fertilidad después de haber sido criopreservado (Hidalgo
et al., 2005).

La importancia que tienen los diluyentes en la criopreservacion del semen
bovino, es que ayudan a extender la vida de las células espermaticas, ya que son

sustancias nutritivas que intervienen en su mantenimiento y preservacion.

Para este trabajo se utilizaron tres diluyentes de semen bovino (Triladyl,
Andromed y Optidyl) como medio de criopresevacion, donde se evalu6 el porcentaje
de recuperacion de motilidad espermatica en la pre y post-descongelacion, con la

finalidad de determinar el grado de efecto sobre la conservacién del semen bovino.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes, Triladyl 45.28%, Optidyl 45.00%
y Andromed 40.83%. Existe una diferencia significativa del Triladyl y Optidyl con
respecto al Andromed. Sin embargo, numérica y tendencialmente el Triladyl ofrecid

una mejor respuesta en el porcentaje de recuperacion de motilidad espermatica.

Aun asi, seria recomendable realizar otros estudios comparativos para tratar de

corroborar los resultados.

Palabras clave:

Diluyente seminal, motilidad, criopreservacion, inseminacion artificial.
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