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RESUMEN
El presente estudio de investigacién se llevé acabo en la Estacion Experimental de Choquenaira,
perteneciente a la Facultad de Agronomia de la Universidad Mayor de San Andrés, donde se
emplearon 2 toros sementales de la raza Holstein y 2 toros sementales de la raza Pardo Suizo
con edades 1 afio y 7 meses en caso del toro River (Holstein), 4 afios y 9 meses en caso del toro
Osman (Holstein), 2 afios y 5 meses en caso del toro Nerén (Pardo Suizo) y de 2 afios y 5 meses
en caso del toro Lider (Pardo Suizo).
El objetivo de este estudio fue investigar si la remocion de una parte del plasma seminal en
eyaculados diluidos incrementa la viabilidad de las muestras de los sementales bovinos Bos
Taurus, pre y post congelacion.
El estudio se inicié con la preparacion de los sementales con una dieta basada en heno y silo,
seguidamente se tomaron las muestras seminales con la ayuda de una vagina artificial utilizando
una vaca como maniqui, a las que se realiz6 el analisis macroscopico y microscopico.
Posterior a ello, las muestras se dividieron en dos fracciones, una fraccion testigo y una fraccién
experimental a la que se centrifugo (3000 rpm/10 min) y retiro el 40%, 50% y 60% del plasma
sobrenadante, seguidamente se homogenizaron las muestras, tanto el testigo como las
experimentales que recibieron el mismo manejo de dilucibn y procesamiento iniciando
inmediatamente con la evaluacion pre — congelacién, para finalmente congelar las mismas en
nitrégeno liquido (-196°C) y culminar el trabajo con una evaluacion post — congelacion.
La remocion parcial del plasma seminal incremento el porcentaje de la viabilidad de las muestras
bovinas pre y post congelacion en comparacion con las muestras testigo, sin embargo se debe
de tomar en cuenta que la edad de los animales puede ser un factor importante a tomar en cuenta,
ya que al realizar una comparacion individual entre animales con los diferentes tratamientos, se
puede evidenciar que en las muestras obtenidas de uno de ellos, el mas longevo del grupo no
tuvo efecto alguno los tratamiento aplicados en las muestras de semen, sobresaliendo entre todos
ellos el testigo.
Bajo las condiciones de este estudio, la remocion de una parte del plasma seminal incremento la
viabilidad de las muestras de semen bovino en un 10% aproximadamente, considerando que este
método podria ser apto dentro de un centro de inseminacion artificial, obteniendo asi muestras
de calidad que posean un porcentaje de prefiez alto durante las futuras inseminaciones en

bovinos.



ABSTRACT
This research study was carried out at the Experimental Station of Choquenaira,
belonging to the Faculty of Agronomy of the Universidad Mayor de San Andrés, where 2
stallion bulls of the Holstein breed and 2 stallion bulls of the Swiss Brown breed were used
at age 1 year and 7 months in case of the River bull (Holstein), 4 years and 9 months in
case of the bull Osman (Holstein) , 2 years and 5 months in case of the bull Nero (Swiss
Brown) and 2 years and 5 months in case of the Bull Leader (Swiss Brown).
The objective of this study was to investigate whether the removal of a part of seminal
plasma in diluted ejaculates increases the chance of freezing them successfully by
highlighting the viability of Bos Taurus bovine stallion samples.
The study began with the preparation of the stallions with a hay and silo-based diet, then
the seminal samples were taken with the help of an artificial vagina using a cow as a
mannequin, to which macroscopic and microscopic analysis was performed.
Subsequently, the samples were divided into two fractions, a witness fraction and an
experimental fraction to which centrifuge is centrifuge (3000 rpm/10 min) and 40%
withdrawal, 50% and 60% of the over natant plasma, the samples were then
homogenized, both the withess and the experimental ones that received the same dilution
and processing management immediately initiating with the pre-freezing assessment, to
finally freeze them in liquid nitrogen (-196°C)) complete the work with a post-freeze
evaluation.
Partial removal of seminal plasma increases the percentage of viability of pre- and post-
freezing bovine samples compared to witness samples, however it should be noted that
the age of animals may be an important factor to consider, since when making an
individual comparison between animals with different treatments , it can be shown that in
the samples obtained from one of them, the longest of the group had no effect the
treatment applied in the semen samples, highlighting among them the witness.
Under the conditions of this study, the removal of a part of the seminal plasma increases
the viability of bovine semen samples by approximately 10%, considering that this method
could be suitable within an artificial insemination center, thus obtaining quality samples

that possess a high pregnancy percentage during future inseminations in cattle.



1. INTRODUCCION

Las implicaciones econémicas de la produccion de especies como la bovina y la porcina
son las mas estudiadas en el terreno de la fisiologia reproductiva y biologia del

espermatozoide.

La ganaderia bovina exige una produccion con eficiencia que permite tener una relacion
beneficio-costo adecuado, lo que se logra optimizando los indices reproductivos de los

hatos.

El aumento en la produccion ganadera en paises como Canada y el Reino Unido se
deben, principalmente, al mejoramiento genético en un 50% a través del uso de la
Inseminacion Atrtificial (1A), y el otro 50% al mejoramiento de factores como la salud,

nutricion, sitios de pastoreo y administracion.

La ganaderia bovina es una de las principales areas productivas pecuarias y las
estrategias de su conservacion, mejoramiento y produccion a pequefia o gran escala
conllevan un manejo adecuado del germoplasma que asegura las caracteristicas de las

razas de interés econémico y cultural, una de ellas es el procesamiento de semen.

La mejora genética de las razas bovinas necesita el conocimiento previo de su
variabilidad genética, para aplicar los métodos que aseguren un progreso genético

maéaximo, siendo el potencial de crecimiento uno de los factores mas importantes.

Por ello la IA es un proceso asistido de reproduccion importante en el mejoramiento
genético de los bovinos para mejorar la productividad y ser competitivos en el mercado.
Su procedimiento consiste en depositar una dosis de semen en el tracto reproductivo de
la hembra que permite propagar las buenas cualidades observadas en un macho
reproductor. Un semental bovino puede prefiar anualmente hasta 80 hembras, pero

gracias a la IA teéricamente es posible obtener hasta 14,000 crias anuales



Hasta ahora, parametros espermaticos tales como la concentracion, motilidad y
morfologia eran los Unicos que se tenian en cuenta a la hora de evaluar un eyaculado.
No obstante, la capacidad fertilizadora conlleva otra serie de caracteristicas tales como
el estado de capacitacion del espermatozoide con el fin de conseguir 6ptimos resultados

de fertilizacion.

2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo General

e Valuar el efecto de la remocién parcial del plasma seminal antes y post -
congelacion sobre la viabilidad del semen bovino en la Estacion Experimental de

Choquenaira.

2.2.0bjetivos Especificos

e Distinguir macroscopicamente el volumen, color, pH y olor del semen bovino antes
de la remocion del plasma seminal.

e Distinguir microscépicamente la concentracion, morfologia y motilidad masal e
individual del semen bovino antes de la remocion del plasma seminal.

e Determinar microscopicamente la motilidad individual después de la remocion

parcial del plasma seminal pre y post congelacion.

3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1.Breve descripcion de las razas en estudio

3.1.1. Raza Holstein

Se origind en dos provincias septentrionales de Holanda: Frisia Occidental y pais bajo del

Norte o North Holland. Existe la Holstein frison originaria de Holanda, ZuiderZee y la
2



Holstein friesian de origen americano. La holandesa es la mas pesada de las razas
“Lecheras”, presenta dos variantes en cuanto a color de pelaje, el pinto blanco con negro
y el blanco con rojo, es una raza de cuerpo anguloso y amplio con una ubre de gran

capacidad que es la mas productiva de todas las razas lecheras (Marquez, 2013).

Las hembras adquieren un peso promedio de 600 y 700 kg y los machos entre 900 y
1000 kg. La produccién promedio varia entre 13 y 27 kg de leche por dia con un
porcentaje de grasa que va desde los 3.3 a 3.6 % (Marquez, 2013).

3.1.2. Raza Pardo Suizo

Originario de la parte media oriental del pais Helvético, posee un pelaje color ceniza con
tendencia al pardo castafio, moreno oscuro al moreno claro. Los adultos son fuertes y de
buen peso, las vacas pueden pesar de 600 a 700 kg y de 950 a 1000 kg los toros, pero
existe ejemplar de ambos sexos con mas peso. Su produccion de leche es de 16 kg por
dia en promedio con un 4% de grasa en su contenido, la duracion de la lactancia varia
entre 337 y 375 dias, con un intervalo de partos de 430 dias aproximadamente (Marquez,
2013).

3.2.Importancia de la reproduccion

Segun Mamani (2007), la reproduccion es el proceso fundamental de los animales que
posibilitan la perpetuaciéon de las especies dando origen a otros seres semejantes a ellos,
ademas, es un eslabén importante para proporcionar alimento al hombre y herramientas

basicas en el mejoramiento genético.

Al respecto para Cavestany y Mendez (1993), el manejo reproductivo es importante en la
produccion ganadera por requerir el conocimiento de la fisiologia animal, sus
capacidades genéticas y la adecuacion al ambiente para utilizar su potencial de

produccion.



Es posible predecir el valor de cria de cada animal con mayor certeza y mejorarlo a traves
de decisiones genéticas que incluye la seleccion del par reproductivo, su apareamiento
en época y duracion elegidas, planificacion de los cuidados en la gestacion y el parto, el
registro del comportamiento de cada animal y su clasificacion de acuerdo a las

necesidades fisiologicas y nutritivas (Cavestany y Mendez, 1993).

3.3.Condicién del Semental

Para incorporar un semental a los programas de coleccién de semen se debe tomar en
cuenta la edad, raza y peso del reproductor. El peso sigue siendo un buen indicador del
estado de salud del animal y cuando no es posible pesarlo en la finca, la estimacion de
su condicion corporal pasa a ser un buen indicador. Para mantener saludable a los
animales se les debe proporcionar un ambiente adecuado, en cuanto a temperatura, luz
y espacio suficiente para desplazarse, ademas de una alimentacion balanceada y los

controles sanitarios debidamente establecidos (Vera y Mufioz, 2005).

Una vaca eficiente produce un becerro por afio, el toro es capaz de producir un mayor
namero de crias en el mismo lapso y mas si el semen se diluye, preserva y aplica
artificialmente. Se estima que el toro aporta un 80% de la carga genética del hato, ahi la
importancia de asegurar la capacidad de prefiar a las hembras (Sanchez, 1999).

3.4.Seleccion del Semental

Un semental adecuado debe reunir las mejores caracteristicas corporales y genéticas
respecto a otros de su misma especie. Dentro de su tipo debe tener buen desarrollo,

prueba de su precocidad y buena crianza (Pelayo, 1958).

Segun Pelayo (1958), cuando se pretende la produccién de animales de trabajo es muy
importante un pecho amplio y costillas que se separen bien en la inspiracion, cabeza
erguida, cuernos iguales y bien insertos, cuello y extremidades fuertes y musculados,

gran esqueleto que dé sensacion de resistencia, buenos aplomos que le permitan andar

4



regularmente, pezufia dura pero no demasiado grande y que se siente en el suelo de

forma regular.

En el caso de animales para carniceria es preferible un toro precoz que muestre carne
de primera calidad extremidades y cuello corto, cabeza pequefia, cuerpo largo,

corpulento, esqueleto reducido y temperamento apacible (Pelayo, 1958).
Finalmente, para la produccion de leche el animal debe tener viveza, cuernos cortos, piel
fina al igual que las extremidades, amplio cuarto posterior, extremidades bien separadas

y paralelas; cualidades de las mejores lecheras (Pelayo, 1958).

3.5.Anatomia reproductiva del macho
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Figura 1: Anatomia reproductiva deI toro (Hernandez, s.f.)
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3.5.1. Glandulas Vesiculares

Segun Gloobe (1989), las glandulas vesiculares (un par) tienen forma alargada y
superficie lobulada, miden de 10 a 12 cm, palpables a la exploracion rectal, las
extremidades libres estan situadas dorsalmente con respecto al cuello de la vejiga,
lateralmente con respecto a los uréteres y a las ampollas del ducto deferente en la plica

urogenital, desembocan con el conducto deferente en un ducto llamado conducto



eyaculador, este Ultimo penetra por la prostata y desemboca en el origen de la uretra

pélvica en una abertura dorsal llamada coliculo seminal.

La pared de la glandula contiene fibras musculares lisas que se contraen durante la
eyaculacion para expulsar la secrecion glandular, si el toro ha sido castrado antes de la
pubertad, las glandulas vesiculares lo mismo que otras glandulas genitales accesorias,
no se desarrollan. Si la castracion se hace después de la pubertad, las glandulas se
atrofian (Gloobe, 1989).

3.5.2. Prostata

De acuerdo a Gloobe (1989), la prostata es una glandula impar bilobulada. Su porcion
dorsal esta situada en la pared dorsal de la uretra pélvica inmediata y caudalmente con
respecto a las glandulas vesiculares. La otra parte es la porcién diseminada que esta
dispersa en la pared dorsal uretral cubierta por el musculo uretral, los ductos prostéaticos

desembocan en la uretra por numerosos conductos.

La secrecion prostatica es alcalina y da al semen un olor caracteristico. Por via rectal,
una mano experta puede palpar la porcion dorsal de la glandula, esta particularidad se
aprovecha para la recoleccion del semen con el eyaculador eléctrico (Gloobe, 1989).

3.5.3. Glandulas bulbouretrales (De Cowper)

Segun Gloobe (1989), son un par de glandulas de forma esférica, cubiertas por la porcion
inicial del musculo bulboesponjoso y debido a que el musculo es grueso, las glandulas
no son palpables en forma rectal. Las glandulas estan situadas en la parte dorsal de la
uretra pélvica, inmediatamente antes del arco isquiatico, cada glandula bulbouretral tiene
el tamafio aproximado de la parte final de la extremidad del dedo de una persona, cada
una de ellas desemboca, por medio de un conducto excretor, debajo de un pliegue de la

mucosa uretral que forma un diverticulo de fondo ciego.



Las glandulas genitales accesorias aseguran la motilidad y la vida de los espermatozoos
después de la eyaculacion. El semen del toro contiene 2 a 8 ml de volumen por cada
salto, un milimetro cubico contiene cerca de un millén de espermatozoos. A efectos de la
inseminaciéon artificial, se considera también la apariencia y vitalidad de los
espermatozoos en el juicio de evaluacion, la irrigacion de las glandulas accesorias esta

dada por ramas de la arteria prostatica (Gloobe, 1989).

3.5.4. El pene

De acuerdo a Gloobe (1989), el pene es el 6rgano copulador del macho, compuesto por
tejido eréctil, masculos y uretra, se divide en raiz, cuerpo y extremidad libre, tiene forma
delgada, cilindrica, alargada y dura, esta rodeado por la tinica albuginea que es un tejido
fuerte y grueso, los espacios que dejan los tabiques estan rellenos de tejido cavernoso
gue se extiende a lo largo de toda la longitud del pene y forma el cuerpo cavernoso,
presenta una flexion en forma de “S”, llamada flexura sigmoidea, localizada en el punto

donde el corddn espermatico se cruza con el pene.

En estado de ereccion los 30 cm de esta flexura desaparecen debido a la proyeccion de
la extremidad libre del pene fuera del prepucio, en la primera edad, la flexura sigmoidea
no existe, ésta aparece a los tres meses de edad. Durante la excitacion sexual (ereccion)
el cuerpo cavernoso se llena de sangre, proveniente de ramas de la arteria profunda del
pene, dichas ramas arteriales son capaces de modificar su volumen y en la excitacion
sexual, se dilatan de tal modo que permitan a la sangre pasar a los espacios cavernosos,
contribuyendo a enderezar la flexura peneana, la extremidad del pene termina en un
glande poco desarrollado, el cual es mas suave por tener poco tejido eréctil (Gloobe,
1989).

A la vez el drenaje se reduce mucho debido a la presion que sufren las venas a traves de
la tinica albuginea, después de la eyaculacion las arterias regresan al estado normal con

la consiguiente reduccion del flujo sanguineo, los musculos lisos del tejido cavernoso se



contraen y facilitan la salida de la sangre y de ese modo el pene regresa al estado normal
(Gloobe, 1989).

3.5.5. Prepucio

El prepucio es un pliegue invaginado de piel que rodea la extremidad libre del pene a
manera de manguita, la superficie externa estd4 formada por una capa prepucial y otra
peneana. El orificio del prepucio es de 3 cm de ancho y esta en la linea mediana,
caudalmente con respecto al ombligo, posee un musculo prepucial craneal o protractor y
otro caudal o retractor y también musculos cutaneos. El frénulo del prepucio continua con
el rafe del pene que pasa oblicuamente por el lado derecho del pene distal (Gloobe,
1989).

3.5.6. Testiculos
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Figura 2: Partes del testiculo (Hernandez, s.f.)

Segun Porras y Paramo (2009), los testiculos se encuentran en una bolsa de piel llamada
escroto que protege y regula la temperatura, tienen una funcién endocrina (produccion

de andrégenos) y una exocrina (produccion de espermatozoides).

Al respecto Angelino (2009), indica que los testiculos estan rodeados por dos capas
serosas, la tunica albuginea y la tinica visceral, que es una extension del peritoneo que

pasa por el canal inguinal y dentro de esta pasan vasos y nervios.



De la tanica albuginea, emergen los tubulos seminiferos, que agrupandose conforman la
red téstis, estos representan el 80% del peso de los testiculos y contienen
espermatozoides que son las células germinales, las cuales se dividen y diferencian

formando los espermatozoides (Angelino, 2009).

Las células de Sertoli con la estimulacion de FSH, producen proteinas fijadoras de
androgenos. Los tubulos a su vez tienen a su alrededor a las células de Leydig
estimuladas por la LH, las cuales son las encargadas de la produccién de hormonas
(Angelino, 2009).

Segun Hafez y Hafez (2002), indica que un funcionamiento correcto de los testiculos debe
tener una temperatura de 1 a 4 °C menor que el resto del cuerpo. La piel del escroto
posee glandulas sudoriparas y el musculo dartos le permite alejar o acercar los testiculos

del cuerpo segun la temperatura ambiental.

3.5.7. Epididimo

Para Hafez y Hafez (2000), el epididimo en el bovino es un tubo de 36 metros, envuelto
en un saco de tejido conectivo, donde ocurre la maduracion y almacenamiento de los

espermatozoides.

Por otra parte, y de acuerdo con Ortiz (1999); Porras y Paramo (2009), el epididimo se
divide en: cabeza, cuerpo y cola. En la cabeza se encuentran los conductos deferentes
gue se unen al conducto epididimario, su funcion es absorber fluidos y solutos del lumen.
Los espermatozoides en esta regién son inmaduros e infértiles. El transporte de los

espermatozoides por el epididimo es de nueve a catorce dias (Hafez y Hafez, 2000).

El cuerpo del epididimo tiene una funcion de secrecion y es la region donde termina la

maduracién de los espermatozoides (Ortiz, 1999).



La cola es el érgano principal donde se almacenan los espermatozoides los cuales
conservan gran cantidad fecundante por algunas semanas. La cola continua en el
conducto deferente, el cual se une al cordon espermético para conducir el semen a la
uretra (Hafez y Hafez, 2000).

3.5.8. Cordon espermatico

El cordon espermatico comienza en el anillo inguinal profundo formado el: conducto
deferente, arteria y vena deferente, arteria y vena testicular, vasos linfaticos y plexo
auténomo. La vena testicular forma el plexo pampiniforme alrededor de la arteria. El
cordon espermético pasa en el canal inguinal junto con los nervios ilioinguinal y

genitofemoral, tanica vaginal y musculo cremaster (Rutter y Russo, 2006).

3.5.9. Escroto

Para Gloobe (1989), el escroto es un saco situado entre los muslos, colgado de la region
inguinal, se define como una evaginacion saquiforme de los distintos planos o capas de
la pared abdominal, los cuales son piel y dartos, también forma el septo que divide la
cavidad en dos, una para cada testiculo, la posicion coincide con el rafe visible
externamente, deriva del musculo abdominal externo. Las demdas capas son: fascia
escrotal, que deriva del musculo oblicuo abdominal interno, tdnica vaginal parietal, tinica

vaginal visceral.

Las tanicas vaginales tienen su origen en el peritoneo, por la evaginacion del testiculo se
forman dos capas, parietal y visceral. La parietal tapiza la cavidad del escroto y la visceral
reviste el testiculo y el epididimo, entre ambas hojas existe una cavidad virtual (Gloobe,
1989).

El musculo cremaster contribuye a la regulacion de la temperatura de modo que levanta
el escroto durante el frio y lo baja cuando hace calor. La parte inferior del escroto tiene la

forma de los testiculos y estd marcado por un surco extremo que corresponde al septo
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interno. Dorsalmente el escroto forma un cuello constricto que se conecta a la pared
abdominal entre los forAmenes inguinales externos y un poco caudalmente con respecto
a ellos (Gloobe, 1989).

3.5.10. Conducto deferente

Son conductos que inician en la cola del epididimo. Al inicio presenta circunvoluciones 'y
corren hacia arriba paralelos al cuerpo del epididimo; cerca de la cabeza de este son
rectos y forman, con la capa muscular gruesa y los vasos sanguineos, linfaticos y
nerviosos, el corddén espermatico que pasa a través del canal inguinal a la cavidad
abdominal. Los dos vasos deferentes se van a juntar encima de la vejiga, engrosandose
gradualmente para formar las ampollas seminales. Sirven de paso a los espermatozoides
(Cabrera y Gutierrez, 2010).

La porcion abdominal del conducto deferente puede ser palpada en craneal de las
ampollas y se dirige hacia latero distal para pasar por el trayecto inguinal a través del
anillo inguinal interno. La ausencia congénita raramente ocurre y es la Unica anormalidad

clinicamente detectable (Rutter y Russo, 2006).

3.6.Espermatogénesis

Es el proceso biologico de la transformacion gradual de las células germinales en
espermatozoides durante un periodo de tiempo dentro de los limites de los tabulos
seminiferos de los testiculos, este proceso involucra la proliferacion celular por divisiones
mitdticas, duplicacion de cromosomas, recombinacion genética, reduccion y division
meidtica, hasta producir esperméatides haploides y la diferenciacion terminal de las

espermatides en espermatozoides (Knobil y Neil, 2003).

La espermatogénesis toma aproximadamente de 64 a 74 dias para la formacion de
espermatozoides y de 14 a 18 dias para que el esperma viaje a lo largo del epididimo

(lugar de acumulacién y maduracién final de los espermatozoides). Por tanto, los
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sintomas de infertilidad del toro se presentaran dos y medio a tres meses luego de que

el proceso de formacion de espermatozoides ha sido afectado (Sanchez, 2003).

La espermatogénesis puede ser afectada por factores como el incremento de la
temperatura escrotal que puede ocurrir por procesos de inflamacion, fiebre, o temperatura
ambiental muy elevada. Cuando se afecta la espermatogénesis todos los estadios de
espermatogonias mueren, las espermétides sufren anormalidades estructurales vy
metabdlicas, disminuye la proporcion de espermatozoides vivos y progresivos moviles, y

se incrementan las atipias por defectos de cabeza principalmente (Setchell, 1998).

3.7.El semen

Segun Deutscher (2010), indica que el semen esta formado por los espermatozoides y el
plasma seminal. El volumen del semen y el nUmero de esperma eyaculado, varia segun
los toros, sin embargo, la mayoria eyacula entre 3 y 5 cm3 de semen que contiene
alrededor de mil millones de espermatozoides por centimetro cubico, o sea entre 3y 5

mil millones de espermatozoides por eyaculado.

Una vez que los animales llegan a la madurez, la produccién de esperma continta a lo
largo de su vida reproductiva, en los periodos de descanso sexual, los espermatozoides
viejos en el epididimo mueren, degeneran y son absorbidos. Por esta razén la primera
muestra obtenida después de un largo periodo de inactividad sexual contiene un alto
porcentaje de espermatozoides muertos y anormales, por tanto, la evaluacion del semen

no se debe hacer con una unica colecta (Deutscher, 2010).

3.8.El Plasma Seminal (PS)

El plasma seminal (PS) es el medio liquido en el cual los espermatozoides se encuentran
inmersos, producido por una mezcla de las secreciones procedentes del epididimo y las
glandulas sexuales accesorias con una composicion muy heterogénea como: agua,

lipidos, acidos grasos, inmunoglobulinas, sustancias hormonales, iones inorganicos,
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azucares, sales organicas, enzimas y proteinas, las cuales sirven como tampon,
mantienen la osmolaridad adecuada y un pH cercano a 7, ademas de proporcionar

fuentes de energia para su metabolismo (Hafez y Hafez, 2002).

El PS funciona como regulador de procesos que ocurren tanto a nivel espermatico como
a nivel del tracto genital de la hembra y fecundacion. Estas funciones se refieren a la
nutricion, proteccion, regulacion de la motilidad y capacitacion de los espermatozoides,
asi como el reconocimiento y union entre gametos (Hafez y Hafez, 2002).

Las glandulas sexuales accesorias producen la mayor parte del volumen del eyaculado,
los compuestos secretados son: zinc, ion calcio, azucares (fructosa, inositol, &cido citrico,
acido ascorbico), aminoécidos (acido glutamico, carnitina, taurina, hipo taurina) y enzimas
(proteasas, acrosina, nucleasas, fosfatasa acida y alcalina y superoxido dismutasa)
(Hafez y Hafez, 2002).

Las sustancias producidas por las glandulas sexuales accesorias son especificos, por
ello, varia la composicion del PS segun la especie y es altamente variable entre individuos
de una misma especie, inclusive entre eyaculados de un mismo individuo, esto ultimo
debido a procesos patoldgicos, estacion del afio o estado fisiolégico del animal. (Perez,
et al., 2001, Strzezek, et al., 2005; Cardozo, et al., 2006 ).

Por lo que se sugiere la presencia de factores beneficiosos para la fertilidad en el fluido
de las glandulas sexuales accesorias de machos de alta fertilidad, o de factores
inhibidores de la fertilidad en los machos con baja fertilidad (Moura, et al., 2006).

3.9.Definicion de espermatozoide

Los espermatozoides son gametos masculinos que se forman en los tubulos seminiferos
de los testiculos, son células alargadas consistentes con cabeza aplanada portadora de
ndcleo y una cola que es el aparato necesario para la motilidad celular (Valenzuela,
2009).
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Al respecto Montero (2008), menciona que un espermatozoide es una célula haploide
que constituye el gameto masculino que se forman en el interior de los testiculos. Las
paredes de estos tubulos se encuentran tapizadas de espermatogonias, las cuales se
dividen primero mitéticamente y luego por meiosis para originar las células haploides,
llamadas esperméatidas, que por diferenciacion (espermiogénesis) se convierten

finalmente en espermatozoides.

3.10. Estructura del espermatozoide

Acrosoma

— Nicleo

—
—

3 -
Cuello o———A *  Membrana celular
Vaina | = \

Centridlos

\ Mitocondrias

Filamento axial

Vaina fibrosa
Cola
El filamento axial
s "2 contiene la
ordenacion de
microtibulos (9 +
2) tipica de cilios y
flagelos

Membrana celular

\
\
i Picza terminal

Figura 3: Estructura morfoldgica del espermatozoide (Ordofiez, et al., s.f.)

Los espermatozoides maduros son células alargadas consistentes de una cabeza
aplanada portadora del ndcleo y una cola que contiene el aparato necesario para la
movilidad celular, ademas de estar cubiertas en su totalidad por la membrana plasmatica.

El extremo anterior del nlcleo espermatico esta cubierto por el acrosoma, un delgado
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saco membranoso de doble capa estrechamente adherido al ndcleo durante las dltimas

etapas de la formacion del espermatozoide en el testiculo (Mufos, 2011).

Esta estructura en forma de casquete contiene varias enzimas hidroliticas incluyendo
proacrosina, hialuronidasa, esterasas y acido hidrolasa, que participan en el proceso de
fecundacion, un cuello une la cabeza del espermatozoide con la cola (flagelo) la cual se

subdivide en los segmentos medio, principal y caudal (Muiios, 2011).

El espermatozoide es una célula alargada especializada cuya Unica funcion es fertilizar
al ovocito, estd formada por tres componentes principales: cabeza, cuello y cola (Hafez
y Hafez, 2002; McDonal, 1978).

En la cabeza del espermatozoide se encuentra el nucleo celular y el acrosoma. El nacleo
es ovalado, aplanado, y la cromatina esta compactada y conformada por ADN unido a

histonas espermaticas (Salisbury, et al.,1961; 1978).

El cuello del espermatozoide es una estructura corta (0.4 — 1.5 micrones de largo) ubicada
entre la cabeza y la pieza intermedia. Tiene un centriolo rodeado de 9 fibras periféricas
orientadas longitudinalmente que se contindan con las fibras exteriores de la pieza
intermedia (Salisbury, et al.,1961; 1978).

La cola del espermatozoide esta dividida en 3 partes bien diferenciadas: la pieza media,
la pieza principal y la pieza terminal. Con todos sus componentes mide 45-50 micrones
de largo (Salisbury, et al.,1961; 1978).

3.11. Métodos de colecta de semen
Los métodos para colectar semen pueden ser mediante el uso de electro eyaculadores,

vaginas artificiales, o manualmente mediante el masaje de vesiculas seminales y

glandulas anexas a través del recto (Brogliatti y B6, 2018).
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3.11.1. Método del electro — eyaculador

Para Brogliatti y B6 (2018), la coleccidn con electro eyaculador permite extraer semen a
toros sin previo acostumbramiento, esto es de suma importancia para la evaluacién de
los toros a campo, donde la coleccion de semen se puede realizar en la manga en el

mismo momento del examen clinico.

Por su parte Rangel (2007), indica que en este método se hace uso de un electro
eyaculador que es un electrodo conectado a una bateria que genera estimulaciones

ritmicas provocadas por descargas no mayores a 20 voltios.

Sin embargo, Angelino (2009), indica que los electros eyaculadores estimulan los nervios
pélvicos simpaticos y para simpaticos con impulsos de bajo voltaje y amperaje que induce
a la ereccion peneana y a la eyaculacion, y que un sistema de electro eyaculacion se
compone de: la caja de transporte, la sonda rectal, la unidad de control, el cargador de
bateria, el cable de energia, el cable de conexién de la sonda, el mango, el cono y el

envase de coleccion.

Al respecto Duarte (2008) y Cancio (2009), mencionan que la técnica de electro
eyaculaciéon consiste en dar pulsos eléctricos leves en la préstata y vesiculas seminales

para que el animal presente ereccion y eyaculacion.

Por su parte Morillo, et al., (2012), indican que, manejando el electro eyaculador, la
eyaculacion es un proceso bifasico, donde primero ocurre la emision y continta con la
ereccion y la eyaculacion propiamente dicha. Al producir la estimulacion adecuada, esta
viaja via nervio pudendo interno hacia los centros lumbo sacros de la columna vertebral,
desde alli parte la respuesta via nervios simpaticos lumbares (nervio erigente del plexus
hipogastrico) que estimula la contraccion de la musculatura lisa que recubre la prostata,
glandulas vesiculares y conductos deferentes, asegurando la progresion de la masa

espermatica hacia la uretra pélvica (emisién).
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La respuesta nerviosa viaja via nervios parasimpatico que provoca la contraccion de la
musculatura estriada del tracto uretral (musculo isquio cavernoso, bulbo esponjoso y
uretral) que resulta en la ereccién del pene y la eyaculacion propiamente dicha. Antes de
la utilizacién del electro eyaculador se procede a la preparacién del animal, que incluye
recortar los pelos del orificio prepucial y limpiarlo ademas de lavar y secar
cuidadosamente el area, paralelamente se procede a limpiar el recto y a estimular
mediante masaje trans rectal las glandulas accesorias (glandulas vesiculares y ampollas
de los conductos deferentes) para finalmente introducir el electrodo adecuado (Morillo, et
al., 2012).

La estimulacion debe ser considerada a través de la respuesta del toro y no prestando
atencion al voltaje del aparato, la primera estimulacién debe ser pequefia hasta que el
toro muestre una respuesta minima. Las estimulaciones sucesivas se incrementan de a
poco, deben durar uno o dos segundos luego deben discontinuarse por medio segundo

antes de comenzar con la siguiente estimulacion (Brogliatti y B6, 2018).

El fluido pre seminal no debe ser colectado ya que lleva a falsos resultados. Cuando el
fluido se pone méas espeso y opaco comienza la colecciéon en el cono o en el tubo de
examinacion colocando directamente en el pene. El fracaso en la colecta con este método
puede residir en una técnica defectuosa, equipo inadecuado o escaso descanso sexual
de los toros (Brogliatti y B6, 2018).

3.11.2. Método del masaje

La coleccion de semen por el método del masaje tiene algunas desventajas y no es
practico en todas las situaciones, estas pueden ser la irritacién de la mucosa rectal por la
excesiva frotacion manual, falta de protrusion del pene que resulta en colecciones
contaminadas, necesidad de una segunda persona para la colecciéon de la muestra,
dificultad de estimular toros excitados o de mal caracter, y el nimero limitado de toros a
los que se realiza la colecta en un tiempo determinado, dado que el procedimiento es

agotador para la persona que realiza el masaje (Brogliatti y Bo, 2018).
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Para realizar la técnica se debe introducir la mano en el recto examinando las glandulas
accesorias y los anillos inguinales donde se aplica un masaje longitudinal de atras hacia
adelante sobre las ampulas, la préstata y la uretra. Cuando el musculo de la uretra
comienza las contracciones el operador debe masajear en sincronia con ellas hasta que
la muestra sea colectada, si el brazo del operador se agota el otro brazo puede ser
introducido en el recto y continuar con el procedimiento, si no se colecta semen luego de

2 0 3 minutos, es poco probable que el procedimiento sea exitoso (Brogliatti y B, 2018).

3.11.3. Método de la vagina artificial (VA)

La coleccién de semen con vagina artificial (VA) es usada por los centros de inseminacion
artificial, es de utilidad para evaluar toros que no producen semen 0 son muestras muy
pobres por el método del electro eyaculador, las personas interesadas o centros de
inseminacion, prefieren comprar animales acostumbrados a ser colectados con vagina
artificial (Brogliatti y Bo, 2018).

Los toros seleccionados para la colecta con vagina artificial deben ser mansos, de bozal
y entrenados con mocheta, el animal de monta debe estar sujeto en un brete angosto de
lados. Los toros que no estan acostumbrados a servir en vagina artificial pueden necesitar
una vaca en estro para que el procedimiento sea exitoso, como alternativa una hembra
sedada (xilacina, 0.03 mg/kg) sujeta en el brete de monta puede facilitar la coleccion
(Brogliatti y BG, 2018).

La vagina artificial se prepara llenando la camisa interna con agua caliente a una
temperatura entre 42-50 °C, se agregar aire para incrementar y simular la presion de la
vagina artificial, finalmente, ésta es lubricada con gel estéril no espermicida (Brogliatti y
B6, 2018).

Cuando el toro realiza la monta, el operador debe estar atento para dirigir el pene a la

apertura de la VA, el pene nunca debe ser manejado directamente sino desde el prepucio,

18



la vagina artificial no debe ser empujada sobre el pene ya que el toro hara movimientos
de busqueda que deben permitirse para que empuje dentro de la vagina artificial, hasta
lograr que el toro realice un empuje extremadamente vigoroso llamado golpe de Rifion
(Brogliatti y B6, 2018).

3.12. Evaluacién del Semen

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. De una cuidadosa valoracion de
la fertilidad dependera la utilizacion futura del material seminal y el grado de
aprovechamiento de los eyaculados obtenidos a lo largo de su vida reproductiva. Es decir,
las dosis producidas por eyaculado estan en funcién del n® de espermatozoides viables

y, en definitiva, de su mayor o menor rentabilidad. (Almela Veracruz, 2014)

Muchos investigadores en el area de la reproduccion animal estan tratando de disefiar el
“andlisis seminal ideal”, que valore adecuadamente y prediga la fertilidad de una muestra
seminal. El analisis de semen ideal seria aquel que de forma sencilla y eficaz permitiera
predecir la capacidad fecundante de un eyaculado concreto. Las cualidades que deben
tener los espermatozoides de un eyaculado fecundante son: motilidad progresiva,
morfologia normal, metabolismo energético activo, capacidad para desarrollar una
motilidad hiperactivada, integridad estructural y funcionalidad de la membrana, integridad
de las enzimas asociadas con la fecundacion, capacidad de penetracion y transferencia

Optima del material genético. (Hidalgo - Ordofiez, Tamargo, y Diez, 2005)

Cabe destacar que hasta el momento no se ha conseguido un método de evaluacion
seminal in vitro, que al utilizarlo solo 0 en combinacion con otros sea capaz de predecir
de forma segura la capacidad fecundante de una muestra de semen. Por ello, para
considerar a un toro como apto desde el punto de vista reproductivo, asumiendo que es
un animal clinicamente sano, este debe cumplir con tres requisitos basicos: buena libido,

buen estado clinico reproductivo y buena calidad espermética. La evaluacion del semen
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es un elemento importante para la certificacion de la aptitud reproductiva en un toro.
(Garcia, 2013)

3.12.1. Evaluacion Macroscépica

La primera evaluacion a realizar es la macroscopica, consta de los siguientes pasos:

3.12.1.1. Volumen

Se mide directamente en el tubo colector conico, que esta graduada de 1 a 15 ml, se
observa la graduacién y se anota la cantidad en ml, el volumen de los eyaculados de
toros es un pardmetro que presenta una baja repetitividad, ya que este depende de la
edad y condicion del animal, factores ambientales y destreza del operario. El volumen de
cada eyaculado disminuye con las frecuencias de recogida a lo largo de cada extraccion.
(Hafez y Hafez, 2000)

3.12.1.2. Color

Generalmente el color del semen bovino es de color blanco marfil, las muestras mas
densas seran de color y aspecto mas cremoso, mientras que las mas diluidas seran de
aspecto lechoso y hasta completamente claro y transparente. En algunos toros se pueden
observar eyaculados de color amarillento o amarillo limén; esto corresponde a un
pigmento llamado riboflavina, aminoacidos y carotenos que se produce en las glandulas
seminales y que es inocuo. (Almela Veracruz, 2014)

También se puede observar una coloracion rojiza, la cual indica la presencia de sangre
fresca, mientras que un color pardo sefiala la presencia de sangre mas vieja, una
coloracion gris indica suciedad, mientras que los eyaculados con muy pocos

espermatozoides tienen una coloracion amarillo-verdosa. (Almela Veracruz, 2014)
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3.12.1.3. Olor

El olor es caracteristico de cada especie animal y en general no es muy intenso, se
asimila al de la leche de vaca. El semen puede tomar un olor dependiendo del estado y
condicion del animal, como cuando se mezcla con orina 0 ya sea tal vez por procesos
purulentos y por la falta de limpieza (Barszcz, et al., 2012). Por lo general se lo determina
olfateando el tubo colector, olores extrafios diferente al caracteristico indica alguna
contaminacion sea con orina o alguna secrecion derivada de una patologia genito-urinaria

(Crespo y Moreno, 2014).

3.12.1.4. pH

Se evalla extrayendo una gota de semen del tubo y colocandola sobre una cinta de pH.
Se considera un pH normal, entre 6.2 y 6.8. Es muy importante conocer que al medir el
pH no se debe introducir la tira dentro del tubo para no alterar el semen con el reactivo
de la misma (Gomez y Migliorisi, s. f.).

3.12.2. Evaluacién Microscoépica

Finalizada la evaluaciébn macroscoépica se continla con la evaluacion microscépica, que

consta de los siguientes pasos:

3.12.2.1. Motilidad Masal (MM)

En el eyaculado de los rumiantes, dada su elevada concentracion espermatica, se puede
valorar la motilidad masal, definida como el movimiento en remolinos del total de
espermatozoides de la muestra. La valoracién de la onda de movimiento es el sistema

mas simple para determinar la motilidad del semen fresco. (Vallecito, 2011)

La motilidad masal, se determina depositando una gota de la muestra seminal sin diluir

sobre un porta-objetos atemperado a 37° C en una placa térmica, y visualizando sobre la
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muestra en un microscopio optico a 10 X. Se evalla de forma subjetiva el movimiento de
las células espermaticas en su conjunto, y se les da una valoracion de 0 a 5, con una
puntuacion de 5 cuando se observan oleadas o remolinos con movimiento rapido y
vigoroso, y de 0 cuando no se observan movimientos en ondas. (Evans y Maxwell, 1990;
Hafez y Hafez, 2000)

El siguiente cuadro muestra la clasificacion espermatica masal:

Cuadro 1: Escala numérica y descriptiva para determinar la motilidad espermatica
masal del Toro

Células méviles % Valor descriptivo  Valor numérico

80 -100 Muy bueno 5
60 — 80 Bueno 4
40 - 60 Regular 3
20 - 40 Pobre 2

0-20 Muy pobre 1

(Zemijanis, 1981)

3.12.2.2. Motilidad Individual (MI)

La motilidad individual (MI) de una muestra de semen se expresa como el porcentaje (%)
de células moviles bajo un campo microscopico. Un espermatozoide de motilidad
individual es aquel que se mueve de un punto a otro en una linea mas o menos recta.
(Hafez y Hafez, 2000)

La motilidad individual es uno de los parametros mas importantes de un analisis seminal
(Hidalgo - Ordoiiez, Tamargo, y Diez, 2005). Y segun Muifio (2008), este parametro es el

mas utilizado para valorar la calidad de un eyaculado o de una dosis seminal que, tras la
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dilucion del eyaculado, o la descongelacion de dosis de semen congelado, se estima el

porcentaje de espermatozoides individuales que estan en movimiento.

Por su parte Saacke (1972) indica que las dosis descongeladas con una motilidad
individual inferior al 40% se descartan para la Inseminacion Artificial. La motilidad
individual puede evaluarse de forma subjetiva 0 mediante un sistema de imagenes

asistido por ordenador. (Almela Veracruz, 2014)

El método tradicional para determinar la motilidad individual consiste en utilizar una gota
de semen que se deposita entre un porta y un cubreobjetos para evaluar el movimiento
de los espermatozoides, determinando de forma mas o menos precisa, el porcentaje de
células moviles presentes en la muestra, e incluso realizar una valoracion de si el tipo de

movimiento observado es normal o no. (Almela Veracruz, 2014)

El examen de la motilidad debe hacerse con la ayuda de un microscopio con un aumento
de entre 200X a 400X y a una temperatura de 37°C, la cual puede mantenerse constante
con una platina calentadora termorregulable adherida al microscopio. Esta valoracion es
cuanti-cualitativa, ya que se evalla la tasa de espermatozoides en movimiento de 0 a
100%. (Villena, 2006)

El siguiente cuadro muestra la clasificacion espermatica individual:

Cuadro 2: Clasificacion Espermatica para determinar la motilidad individual del
toro

Valor % Clasificacion Descripcion

91 -100 Muy bueno Ondas oscuras con movimientos rapidos

71 -90 Bueno Ondas aparentes. Remolinos con movimiento
moderado
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51-70 Aceptable Ondas ligeras con movimiento apenas

perceptibles

0-50 Pobre No hay ondas. Movimiento espermatico vibratil

(Vera, 2001)

3.12.2.3. Morfologia Espermatica

Para una interaccién normal del espermatozoide con el microambiente del tracto genital
femenino y con las envolturas del ovocito, debe tener motilidad progresiva y 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 (Rodriguez-Martinez, 1999).

A medida que aumenta la proporcion de espermatozoides anormales en el eyaculado,
desciende la capacidad fecundante del mismo (Howard & Pace, 1998). Por tanto, se ha
de tener muy presente que las muestras de semen con un porcentaje de espermatozoides
morfolégicamente normales inferior al 70% han de descartarse para la congelacion (Barth
y Oko, 1989).

Un grupo de anomalias de especial importancia son las que afectan al acrosoma, y entre
las mas frecuentes se han descrito el acrosoma nudoso y la membrana acrosomal
aplanada. Los espermatozoides con acrosoma nudoso se encontraron en el eyaculado
de sementales frisones cuya espermatogénesis estaba alterada y se cree que es un

defecto de origen congénito y hereditario (Barth y Oko, 1989).
Los eyaculados que contienen espermatozoides con el acrosoma nudoso suelen

presentar también otras anomalias espermaticas, lo que compromete adun mas la
fertilidad del semental (Gran y Dott, 1976).
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Si el porcentaje de espermatozoides con acrosoma nudoso es elevado, se podria decir
que el semental es virtualmente estéril, puesto que los espermatozoides con esta
alteracidbn se comprobaron que no eran capaces de atravesar la zona pelucida
(Thundathil, et al., 2002).

Ademas, se cree que es un defecto no compensable, es decir, los espermatozoides

normales presentes en el mismo eyaculado también tenian menor capacidad fecundante.

3.12.2.4. Concentracion

La determinacion de la concentracion de espermatozoides es una prueba importante de
la calidad del semen ya que es la que define el potencial de fertilidad del animal colectado.
Una vez encontrada la concentracion del semen y el volumen del eyaculado se podra
obtener el valor de dilucion y el numero de dosis inseminarte para lograr grados
adecuados de fertilidad. Por lo general la concentracién que se obtiene en el eyaculado
de toro es de 20 x 10e6 de espermatozoides /ml (Cabrera y Pantoja, 2012).

La concentracion puede ser obtenida mediante la colocacion de una alicuota de semen
fresco en la cAmara de Neubauer, para luego realizar el conteo. Pero con el avance de
la ciencia se puede obtener la concentracion de espermatozoides con la utilizacion de un

fotbmetro calibrado para bovinos (Cabrera y Pantoja, 2012).

3.13. Vitalidad espermatica

El término vitalidad espermatica es utilizado para referirse a los espermatozoides con
membrana plasmatica intacta, es un factor importante en la evaluacion de la calidad del
semen ya que una membrana plasmatica intacta mantiene las actividades metabdlicas
intracelulares que interactla con la zona pellcida y plasmalema de un ovocito para una

fertilizacion exitosa (Bradley, 1999).
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La ruptura de la membrana plasmatica indica la pérdida de vitalidad celular, aunque una
membrana plasmatica intacta no siempre indica que la célula sea viable. Para la
valoracion de vitalidad las técnicas de tincion vital permiten diferenciar los
espermatozoides vivos de los muertos debido a la permeabilidad de la membrana
plasmatica a los colorantes vitales, por tanto, aquellas células que presentan una
membrana plasmatica funcional no permiten el paso del colorante, mientras que si esta
alterada el colorante penetra en el interior de la célula y aparece tefiida (Bajo y Coroleu,
2009).

3.14. Tincion vital

Para Tartaglione y Ritta (2004), el método méas usado es la tinciébn con eosina — nigrosina
(E-N) que también se utiliza para la valoraciéon de morfo anomalias, algunos autores
describen el uso de otras tinciones como el verde rapido/eosina, eosina/azul de anilina,

tripan azul/Giemsa o amarillo de naftol/eritrosina.

También se usan tinciones comerciales como el “Spermac”. La evaluacién morfologica
de la integridad de la membrana plasmatica se realiza usando el microscopio éptico de
contraste de fases (1000 X, contabilizando 200 células) o la éptica de contraste diferencial
de interferencia o Nomarski (Bradley, 1999; Hidalgo-Ordéfiez, Tamargo, y Diez, 2005;
Alamo-Santana, 2007).

El procedimiento muestra una extensiéon donde aparecen células vivas de color blanco
sobre un fondo purpura, o tefiidas de rosa si estan muertas (Iguer-Ouada y Verstegen,
2001).

Para medir la vitalidad de una muestra de semen en andlisis de rutina, se utilizan
colorantes vitales, tales como la combinacion E-N, con la que los espermatozoides
muertos se tefiiran de color rojo o rosa, mientras que los vivos quedaran sin tefir

(Quintero-Moreno, Rubio-Guillén, y Gonzélez, 2009).
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3.15. Crio preservacion

La crio conservacion mantiene el material biolégico por tiempo indefinido (Ramos, 1996),
por medio de la congelacion de la célula espermatica a muy bajas temperaturas -196 °C
(Hafez y Hafez, 2002), generando una disminucidon de su metabolismo hasta una etapa
de inactividad celular (Watson y Morris 1987), permitiendo de este modo mantener la
biodiversidad y asegurar la conservacion fisica de una especie (Medina-Robles, Velasco-

Santamaria, y Cruz-Casallas, 2005).

Un crio preservante debe proveer a la célula una serie de caracteristicas sean estas
proporcionar nutrientes como fuente de energia, proteccion del efecto prejudicial del
enfriamiento rapido, propiciar taponamiento para evitar variaciones del pH perjudicial en
la medida que acido lactico es formado, mantener la presion osmotica y el equilibrio
electrolitico apropiado, inhibir el crecimiento bacteriano, aumentar el volumen del semen
de forma que pueda ser utilizado para mdltiples inseminaciones, proteger a la células
esperméticas durante a congelacion (Hafez y Hafez, 2002).

La tecnologia de la crio conservacion de esperma es una de las mas importantes
Técnicas de Reproduccion Asistida (ART) en animales de granja (Agca, 2012), mediante
el cual, el material biolégico puede ser mantenido viable por tiempo indefinido (Ramos,
1996).

Esta tecnologia constituye una alternativa para el establecimiento de bancos genéticos,
los cuales ayudan a mantener la biodiversidad y asegurar la conservacion fisica de una

especie (Medina-Robles, Velasco-Santamaria, y Cruz-Casallas, 2005).
Los efectos de la crio conservacion sobre la funcion espermatica y la fertilidad han sido

ampliamente estudiados y descritos, particularmente en bovinos (Anchordoguy, et
al.,1987).
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Un gran numero de protocolos de congelacion han sido desarrollados, debido
principalmente a las diferencias observadas entre especies, como respuesta a las tasas
de congelacién y descongelacion empleadas. Por esta circunstancia, las técnicas y
procedimientos actuales deben ser validados empleando el semen de la especie de
interés, y de esta forma lograr su conservacion a largo plazo sin afectar su capacidad
fecundante (Woelders, Matthijs, y Engel, 1997).

Varias tasas de enfriamiento y descongelacion han sido ensayadas en la crio
conservacion seminal de diferentes especies sin que se haya determinado con exactitud
una curva estandar (Hochi, Semple, y Leibo, 1996). Esto se debe a que los resultados
dependen de factores como el diluyente, el crio protector usado y el tamafio del sistema
de empaque, asi como también de la calidad seminal, parametro altamente variable entre
individuos (Landsverk, 2000)

3.16. Dilucién y adaptacion de semen

El Proceso de adaptacién consiste en realizar una primera dilucion en una proporcion 1
a 1 en un tiempo de diez minutos permitiendo una mejor adaptacion del semen al
diluyente, una vez obtenido el semen colectado se adiciona 3 ml del diluyente a una
temperatura previamente establecida del medio o lugar donde que se vaya a realizar todo
el trabajo de dilucién, cumplidos 10 minutos se le adicionan el restante del diluyente para

asi completar una dilucién 1 a 1 (Guerrero, 2014).

Esta dilucidon es muy importante para mantener la viabilidad espermatica hasta que la
concentracion sea calculada y consecuentemente el volumen final sea definido
(Guerrero, 2014).

3.17. Envasado del semen bovino

Generalmente existen tres tipos de envases en que se comercializa el semen congelado,

y estos son:
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3.17.1. Ampollas

Son ampollas de vidrio, de 1 cm de capacidad, similares a las que actualmente vienen
con agua destilada o suero fisiologico, fue el primer método de envasado de semen para
congelar. Actualmente no se utiliza debido a su mayor costo y lugar de almacenamiento

(Cavestany y Mendez, 1993).

3.17.2. Pajuelas (Paillettes)

Existen basicamente tres tipos de pajuelas:

La pajuela francesa, de 113 mm de largo y un volumen de 0,5 cc (es la mas comun). La
"mini - pajuela”, de igual largo que la anterior, pero de 0,25 cc de volumen. El "Minitub”,
de origen aleman, que es una pajuela de aproximadamente la mitad de largo que las
anteriores y un volumen de 0,25 cc. (Cavestany y Mendez, 1993)

Al respecto Nufies y Fernandez (2001), mencionan que el procedimiento para envasar y
congelar es simple, se asegura la pajilla por la porcion superior (extremidad cerrada),
colocando la opuesta en el semen diluido y llenarla por aspiracién, enseguida se golpea
suavemente en la punta con el objetivo de que quede una pequefia parte sin semen en
la extremidad para poder taparla posteriormente con polvo de alcohol polivinilico,
posteriormente se congela el semen en un termo de boca ancha exponiéndolo a vapores
de nitrégeno liquido, para enseguida sumergir las pajillas en él donde alcanzaran una

temperatura de -196°C.

3.17.3. Pellets (Pastillas)

Es la forma mas econdmica de procesamiento de semen, asi como de conservacion, ya

gue ocupa mucho menos espacio que las pajuelas o ampollas. La principal critica que se
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le realiza a este tipo de procesamiento es la falta de identificacion (Cavestany y Mendez,
1993).

3.18. Crio conservacion del semen bovino

La crio conservacion es una técnica mediante la cual el material bioldgico puede ser

mantenido viable por tiempo indefinido (Ramos, 1996).

Como se sabe, se refiere a la aplicacion de las bajas temperaturas para la conservacion

de materiales biolégicos (Bonadonna, 1986).

El mayor desafio para las células en el proceso de congelacién no es resistir a las bajas
temperaturas del nitrégeno liquido, sino mantener la viabilidad en un rango de
temperaturas, entre los —15 y —60 °C (en el cual se producen los mayores dafios) que las
células experimentan por dos ocasiones, es decir, durante la congelacién y durante la
descongelacién, a =196 °C no se producen reacciones térmicas, puesto que debajo de

los —130 °C no existe agua en el estado liquido (Mazur, 1984).

La congelacion lenta permite una deshidratacién celular progresiva que provoca un
aumento de la concentracion intracelular de solutos lo que impide la formacion de
cristales intracelulares, a medida que el medio extracelular se va congelando las células
guedan atrapadas en canales de solucion sin congelar, siendo los niveles de
supervivencia espermatica muy altos si permanece sin congelar alrededor del 15 % del
agua extracelular (Amann y Pickett, 1987).

Para las células espermaticas, la tasa Optima de descenso de la temperatura oscila entre
10 y -100 °C/minutos, ya que velocidades superiores o inferiores provocan una

disminucion de la supervivencia (Rodriguez, et al.,1975).

3.19. Tiempo de equilibramiento
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La mezcla de semen y diluyente se deja reposar durante varias horas antes de congelarla,
para permitir que las células espermaticas se equilibren con el diluyente (normalmente a
5°C), un tiempo aproximado de 4 a 6 h es Optimo, dependiendo del medio utilizado,
pasado este tiempo de equilibrio es evaluado nuevamente el semen, en el que debera

tener minimamente una motilidad progresiva de 50% (Giles, 1993).

El propésito del equilibramiento es permitir la traslocacion del agua y por lo tanto reducir
los efectos dafiinos de la nucleacion del hielo intracelular durante el proceso de

congelamiento y descongelamiento (Vishwanath y Shannon, 2000).

3.20. Almacenamiento del semen

Giles (1993), recomienda una vez transcurridas las 3 horas de equilibra miento, el semen
debe ser conservado de manera que permita una aplicacion facil y rapida, por eso el

mismo es colocado en pajillas de 0.5 ml para posterior refrigeracién o congelamiento.

Al respecto Salamon y Maxwell (2000), mencionan que el congelamiento de semen en
pajillas se realiza por medio de suspension en vapores de nitrogeno liquido y la velocidad

de enfriamiento se regula por la distancia de las pajillas a nivel del nitrdgeno liquido.

Por su parte Lahnsteiner, et al. (2000), mencionan que la curva de enfriamiento es
importante para el congelamiento de pajillas, obteniéndose los mejores resultados

cuando la temperatura disminuye en forma de una parébola.

Sin embargo Maxwell y Watson (1996), mencionan que dichas condiciones se consiguen
al suspenderlas pajillas a una altura de entre 4 y 6 cm sobre el espejo de nitrégeno liquido
(-196°C), y la altura que ha demostrado ser idonea para congelamiento de pajillas de
0.25y 0.5 ml es de 4 cm.
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Independientemente del método de envasado, el semen congelado se almacena
sumergido en nitrogeno liquido (-196°C) en contenedores especiales de diferentes

capacidades que se consiguen facilmente de manera comercial (Evans y Maxwell, 1990).

Una consideracion importante cuando se almacena semen por largos periodos de tiempo
es la disminucién en la fertilidad de dicho semen durante el almacenamiento (Salamon y
Maxwell, 2000).

Por su parte Yoshida (2000), menciona que la viabilidad del semen crio preservado no

excede los 50 afos.

Al respecto Salamon y Maxwell (2000), sefialan que la fertilidad del semen almacenado
por 27afilos permanece inalterable, por lo que durante largos periodos de tiempo es

factible y posibilita el establecimiento de bancos de recursos genéticos.

3.21. Descongelacién

Durante el proceso de congelacion — descongelacion, el punto de cambio de solido a
liquido es un factor importante en la recuperacion espermética, el espermatozoide que
sobrevivié a la congelacién hasta — 196°C (nitrégeno liquido) debe atravesar un ascenso
de temperatura y una descongelacion pasando dos veces por la temperatura critica
(Aisen, 2004).

La mayoria de los investigadores utilizan para el semen congelado en pajillas, el método
de inmersion directa en agua a 35°C durante 30 segundos, también puede realizarse a
37°C durante 10 segundos, la rehidratacibn es una funcion de la taza de

descongelamiento (Guerrero, 2014).

El descongelamiento se debe realizar en bafio maria de la siguiente manera:

e Paleta o pajilla fina minimo a 34 a 37grados por 21 segundos
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e Paleta o pajilla media minimo 35 a 37 grados por 30 segundos

La temperatura del agua debera ser media con un termémetro y no deberéa sobrepasar
los lineamentos establecidos y la inmersion de la pajilla en el agua debe realizarse de

forma completa e inmediata y debera sobrepasar los 30 segundos (Guerrero, 2014).

3.22. Andlisis Post — Congelacion

La evaluacion adecuada de la calidad seminal después de la descongelacion de
espermatozoides es de alto interés para la industria de la inseminacioén artificial (I1A), ya
que puede proporcionar informacién sobre la capacidad fecundante de los
espermatozoides crio preservados. La evaluacion del semen post — descongelado consta

de los siguientes parametros: motilidad individual y concentracion.

3.22.1. Motilidad individual

En el cual se indica por medio del Departamento de Medicina del Rodeo y Teriogenologia
de la Universidad de Saskatchewan, Canada y que se corresponden con las normas ISO
9002, los valores son: 0 horas el 25% vy a las 2 horas de 15% de espermatozoides motiles
(Goémez y Migliorisi, 2007).

3.22.2. Concentracion
La concentracién de una pajuela de 0,25ml, es de 20 millones, pero a la descongelacion
debera haber por pajuela un minimo de 10 millones de espermatozoides motiles, luego a
esta se la multiplica el resultado por 5 millones y después por el porcentaje de
espermatozoides moviles obteniendo la fraccion total de espermatozoides moviles por
dosis inseminante (Gémez y Migliorisi, 2007).

4. MATERIALES Y METODOS
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4.1.Localizacion
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Figura 8: Estacion Experimental de Choquenaira

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de crio-conservacion de la Estacion
Experimental de Choquenaira, dependiente de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Mayor de San Andrés. Esta ubicada en la comunidad de Choquenaira a 8.0
km de la poblacion de Viacha, provincia Ingavi y a 38 km de la ciudad de La Paz, situada
a una altura de 3870 msnm, geograficamente se halla a 14°16°45” Latitud Sur y
65°34°23"" Longitud Oeste (Pacheco, 2000).

La temperatura minima promedio es de - 3.4 °C y la maxima promedio es de 15.6 °C, la

humedad relativa media anual en la zona es de 37.8 % (Holdrige, 1982).

Segun Arguedas (2006), las precipitaciones en la comunidad de Choquenaira son
estacionales e irregulares en intensidad y periodicidad presentando una precipitacion
anual de 400 a 600 mm. En los ultimos afios las precipitaciones se concentran en los
meses de diciembre a marzo, alcanzando el 72 % de toda la precipitacion. La presencia
de heladas en la region es muy frecuente y la poca precipitacion origina épocas de

sequias prolongadas teniendo como consecuencia una sola produccién al afio.

4.2. MATERIALES
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4.2.1. Material biolégico

e Para realizar el presente estudio se utilizaron cuatro toros sementales, de los
cuales dos de ellos son de raza Holstein: Toro River, con edad de 1 afio y 7 meses;
Toro Osman, con edad de 4 afios y 9 meses. Y los otros dos toros son de la raza
Pardo Suizo: Toro Nerdn, con edad de 2 afios y 5 meses; Toro Lider, con edad de
2 afios y 5 meses. Todos pertenecientes a la Estacion Experimental de
Choquenaira.

T

Figura 7: Toro Pardo Suizo "Nerén" Figura 8: Toro Pardo Suizo "Lider"

4.2.2. Material de laboratorio

e Microscopio e Destilador de agua

e Bafio Maria e Hornilla eléctrica

e Toallas de absorcion e Termos de nitrégeno liquido
e Peachimetro e Refrigerador

e Mufla e Centrifugadora
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e Pinza

e Termometro
e Portaobjetos
e Cubreobjetos

e Probeta Graduada de vidrio

e Vasos de precipitados de vidrio.

e Pajuelas de 0,5 ml.
e Camara de Neubauer.

e Micropipetas Graduadas

4.2.3. Reactivos

¢ Dilutor comercial (Andromed).
e Yema de huevo
e [Eosina — nigrosina

e Aceite de Inmersiéon

4.2.4. Material de campo

e Vagina artificial.

4.2.5. Material de Gabinete

e Computadora e impresora
e Libreta de apuntes
e Boligrafos

e Tabla de registros

4.3.METODOLOGIA

Detergente biodegradable
Tubos de Ensayo de 10 ml
Tubos de Ensayo de 3 mi
Tips para Micropipetas
Pipetas Pasteur

Gradillas

Pipeta de Glébulos Rojos

Polvo de alcohol Polivinilico
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4.3.1. Alimentacion de los sementales

e Los sementales seleccionados fueron alimentados con heno y ensilaje durante

todo el tiempo que duro el experimento ademas de agua a disposicion.

4.3.2. Preparacion de los sementales para la colecta del semen

e Primeramente, se realizé el lavado del prepucio del semental con agua corriente y
con la ayuda de una manguera.

e Durante el proceso de lavado se procedid a cortar aquellos pelos del prepucio
considerados los mas largos e innecesarios y aquellos contaminados.

e Posterior a ello se esper6 un tiempo prudente para que el prepucio pueda quedar

seco y asi obtener muestras mas limpias y libre de contaminacion.

4.3.3. Proceso de coleccién del semen

Para realizar el presente trabajo, se procedié con la colecta del semen en los animales

en estudio de forma individual.

Las muestras de semen fueron tomadas utilizando una vagina artificial, que esta
compuesto de un cuerpo rigido de caucho, una valvula exterior, una camisa interna o
funda de latex. En el extremo de la vagina artificial se acopla un cono flexible de latex y
un tubo colector graduado protegido con una funda térmica, esto para proteger a la

muestra de la luz directa y de la temperatura exterior.

Una vez que el semental monto a la hembra se procedié a desviar el pene lateralmente
hacia la vagina artificial, hasta que efectué el golpe del rifidén, que de forma caracteristica

acompafan a la eyaculacion, posterior a esto se retir6 la vagina artificial.

La colecta se realizo en la misma estacion experimental en la sala de montas, utilizando
un brete y una vaca como maniqui, sujetada con una soga por el cuello.
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Figura 15: Proceso de colecta del semen

4.3.4. Manejo del semen eyaculado

El resultado de los examenes de laboratorio debe considerarse con sumo cuidado. En
primer lugar, hay que tener en cuenta que el eyaculado contiene células vivas, con un
metabolismo muy activo que necesita datos precisos de temperatura, de recoleccion, y
conservacion, asi como de estrictas medidas de higiene de los elementos de recoleccion

gue tienen contacto directo con él (Rutter y Russo, 2006).

e Cada superficie que entrd en contacto con el semen estaba con una temperatura
minima de 35 °C y un maximo de 37 °C.

e Se evitd la exposicidn directa de la muestra del semen al sol.

e Se evitod la contaminacion con tierra, bosta, orina, etc.

e La vagina artificial, al momento de la coleccion del semen la temperatura fue de

45 a 48°C, la presion ha sido regulada de acuerdo al reproductor.
4.3.5. Preparacion de los materiales previo a la evaluacién seminal
Previo a la llegada del semen al laboratorio se deben tener preparados los materiales

necesarios como el bafio maria, el cual debe estar conectado y atemperado colocando
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dentro de esta la tincion de eosina y el dilutor, ademas de preparar el material de
laboratorio sobre la mesa de forma ordenada teniendo siempre una planilla a la mano de

modo que no se pueda olvidar ningun detalle (Cavestany y Mendez, 1993).

e Los materiales se lavaron con agua destilada y jabon neutro.
e Se preparo el Microscopio limpiando los objetivos del mismo.
e Se preparo el Bafio Maria atemperada a 37 °C.

e Se preparo la placa térmica con temperatura de 37 °C.

e Se preparo6 el dilutor Andromed y yema de huevo

e Se atemperé los tubos de ensayo necesarios.

e Se atempero la pieza rotatoria de la centrifugadora.

e Se atemper6 los porta y cubreobjetos.

e Se preparo las micro pipetas con sus respectivos tips.

e Se atempero la Eosina nigrosina.

4.3.6. Analisis del semen colectado

Tras la recogida de cada eyaculado, se traslad6 inmediatamente al laboratorio, donde se
valoraron las caracteristicas macro y microscopicas de cada uno de los eyaculados, con
el objeto de determinar la calidad seminal. En una primera instancia se realizé la
evaluacion macro y microscépicas estableciendo la comparacion de la calidad de las
muestras entre toros, concluida esta primera etapa se procedié a implementar los
tratamientos respectivos dentro de las caracteristicas microscépicas de las cuales se
representara en los resultados finales unicamente la variable de respuesta “motilidad

individual” con los diferentes tratamientos de reduccion parcial del plasma seminal.

Las caracteristicas que se valoraron son las siguientes:

e Caracteristicas macroscopicas

e Caracteristicas microscopicas
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4.3.6.1. Caracteristicas macroscopicas

Para el examen macroscopico se valoraron los siguientes parametros.

X/
°

Volumen
Color

pH

Olor

Volumen: Se realiz6 con ayuda del tubo graduado y el valor se obtuvo a través de

la lectura directa el cual se expresé en mililitros (ml).

Color: Se evalu6 por medio de la visualizacion directa del eyaculado dentro del
tubo colector.

Generalmente, el semen bovino es de color blanco, las muestras mas densas
seran de color y aspecto mas cremoso, mientras que las mas diluidas seran de
aspecto lechoso y hasta completamente claro y transparente, cabe mencionar que
los eyaculados con muy pocos espermatozoides pueden presentar una coloracion
amarillo-verdosa. En algunos toros se observar eyaculados de color amarillento,
debido a un pigmento llamado riboflavina producida por las glandulas seminales.
También se puede observar una coloracion rojiza, que indica la presencia de
sangre fresca, mientras que un color pardo sefiala la presencia de sangre mas

vieja y una coloracion gris indica suciedad (Rosenberger, 1981).
pH: Se midi6é con la ayuda de un peachimetro.
Olor: Se percibié mediante el olfato, directamente de la muestra. El olor sera

evaluado de forma subjetiva, este debe ser imperceptible e in oloro.
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De acuerdo a Rosas (1997), el olor de las muestras seminales es determinado por

el contenido de un lipido llamado “espermina”.

4.3.6.2. Caracteristicas microscopicas

Para la valoracion microscopica de semen fresco se estudiaron las siguientes

caracteristicas.

e Motilidad Masal
e Motilidad Individual
e Concentracion

e Morfologia

+ Motilidad Masal

La motilidad masal es juzgada de acuerdo con los movimientos en remolino observados
en una sola gota de semen sin diluir. Se utiliza una escalade 1 a5 enlaque elles"no
movimiento" y 5 es "maximo movimiento". Se observa al microscopio en menor aumento
(10X) (Olivares y Urdaneta, 1985).

Se procedi6 con la observaciéon en el microscopio 6ptico a 10X, en el que se colocé una
gota de semen puro sobre un portaobjetos temperado a 37°C, esto gracias a una platina
térmica existente en el laboratorio, evaluando en el borde de la gota las ondas efectuadas
por los espermatozoides, en donde los valores de motilidad masal obtenidos fue de 3 a
5, teniendo un promedio de 4 que es equivalente al 70% de espermatozoides vivos

motiles.
+« Motilidad Individual
La evaluacion de la motilidad individual se expresd en porcentajes. Esto se logré

diluyendo el semen colectado, colocando una gota de semen puro sobre un portaobjetos
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atemperado a 37 °C, esto con la ayuda de una pipeta Pasteur, a la que posteriormente
se coloco otras dos gotas de dilutor preparado anteriormente y se procedio a la mezcla
del mismo. Terminada esta operacién se puso un cubreobjetos y se observo en el
microscopio a diferentes campos con un aumento de 40X, donde se valoro los
espermatozoides que presentaban un movimiento rectilineo progresivo, y se considero
anormales a aquellos que presentaban un movimiento circular o de vibracion estatica en

el lugar.

El porcentaje de los espermatozoides con movimiento rectilineo progresivo que se obtuvo
a lo largo del trabajo asciende de un 30% a un 70%, de los cuales la mayoria de los
valores sobrepasan el 50% de motilidad individual por lo que se considerdé que el
experimento es aceptable.

< Concentracion

Se procedié a homogenizar la muestra de semen agitando suavemente el tubo colector
conico, luego se realizo la dilucién, utilizando agua fria estéril. Con la pipeta de dilucion
de glébulos rojos se aspiré cuidadosamente el semen y el liquido diluyente por separado,
hasta obtener una dilucion estandar de 1: 100 luego se mezclé agitando por unos
minutos. Posteriormente se llevé a observar a la camara de Neubauer colocando 10 ul
de muestra de semen diluido, se dej6é reposar para después realizar el conteo de

espermatozoides en cinco cuadrantes.

% Morfologia

Para el caso de la morfologia se colocé una gota de semen a un porta objetos con una
gota de eosina-nigrosina, la cual se homogenizé (mezcla) y se le realizé un frotis,
posteriormente se colocdé una gota de aceite de inmersion y se llevo al microscopio
observando en 10 puntos de la muestra, realizando un conteo de 10 espermatozoides
por punto observado, donde se pudo apreciar espermatozoides con las colas enrolladas,

colas sueltas y cabezas dobles, ademas de los espermatozoides vivos y muertos, los
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cuales fueron reconocidos por tener las cabezas tefiidas de un color violeta en el caso de
los espermatozoides muertos y en contraste se considerd espermatozoides vivos a

aguellos que presentaban las cabezas incoloras.

Figura 10: Tincion Vital y Frotis de la muestra de semen

Figura 11: Morfologia de los espermatozoides

4.3.7. Centrifugacion y dilucion del semen

Paralelamente a las evaluaciones macroscopicas y microscopicas, se procedié a la
centrifugacion y a la dilucién del semen a las que se retird diferentes porcentajes del

plasma seminal (40%, 50% y 60%), esto bajo el siguiente detalle:

e Se atempero el tubo colector con la muestra de semen y cuatro tubos de ensayo
extras de 10ml en agua atemperada a 37 °C, los tubos de ensayo fueron
previamente rotulados con los diferentes porcentajes de remocion del plasma
seminal y un tratamiento testigo.

e En la placa térmica se atemperd otros tres tubos de ensayo de 3ml, de igual
manera rotulados con los diferentes porcentajes de remocion del plasma seminal
gue deberian ser retirados de cada uno de ellos.
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Seguidamente se homogenizé suavemente el semen en el tubo colector

Con la ayuda de una micro pipeta se distribuy6 a 1ml de semen puro colectado en
los tubos de 3ml atemperados anteriormente.

Los tubos de 3ml atemperados y con contenido seminal de 1ml, se los introdujo
en la centrifugadora para realizar la centrifugacion de los mismos a 3500 rpm por
el lapso de 10 min.

Terminada la operacion de la centrifugadora, se extrajeron los tubos de ensayo y
se procedio a retirar los diferentes porcentajes de plasma seminal que son de 40%,
50% y 60%, esto con la ayuda de una micro pipeta.

Una vez que se retird estos porcentajes del plasma seminal, se procedi6 a
traspasar estas muestras a los tubos de ensayo de 10ml atemperados
anteriormente, para finalmente realizar la dilucion de los mismos adicionando el

diluyente Andromeden una proporcién de 1:5 (1ml de semen y 5ml de dilutor)

Figura 13: Centrifugacion de las muestras de semen
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Figura 14: Medicion para la extraccion del plasma seminal
4.3.8. Periodo de adaptacién a5 °C
Una vez mezclados el semen con el diluyente, se procedié con el periodo de adaptacion

al frio. El semen diluido se dejé a 5°C para su equilibramiento, por el lapso de cuatro

horas.

Figura 15: Periodo de adaptacion de las muestras

4.3.9. Rotulado de pajuelas

Las pajuelas se identificaron con un marcador indeleble con el siguiente detalle:

Porcentaje de remocion del plasma seminal (40%, 50% y 60%)

4.3.10. Envasado del semen
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El envasado se realizo en pajuelas de cloruro de polivinilo, con una capacidad de 0.5 ml,
mide 133 mm de longitud y 3 mm de didmetro interno. Para el llenado de las pajuelas se

procedio de la siguiente manera:

e Se monto las pajuelas de forma individual de acuerdo al porcentaje de plasma
removido en el soporte (15/ soporte).

e Se succiono6 el semen a las pajuelas con una presion de 30 a 60 mm Hg.

e Colocando las pajuelas en forma perpendicular en el polvo de alcohol polivinilico
de 3 mm, se sello el extremo abierto.

e Cerradas las pajuelas se colocé las mismas dentro del refrigerador de manera que

pueda mantener la temperatura constante de 5°C, hasta su posterior congelacion.

4.3.11. Congelado del semen

e Se colocaron las pajillas en una canastilla previamente enfriada mediante el vapor
de nitrégeno liquido de los termos de almacenamiento y con la ayuda de una toalla
que evité la salida del vapor de nitrégeno se procedi6 al congelamiento gradual.

e El congelado se realiz6 sobre vapores de nitrégeno liquido, de 5 °C se descendi6
a-70yluego a-120y -130 °C, manteniendo las pajuelas en forma vertical.

e La duracion del congelado fue de 10 minutos.

e Una vez congelada las pajuelas se las sumergié en nitrogeno liquido a — 196 °C,

hasta el momento de su uso.

Figura 16: Congelado de las muestras de semen
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4.3.12. Almacenamiento del semen congelado

Las pajillas de semen congelado fueron almacenadas en tanques con nitrégeno liquido a
-196 °C.

4.3.13. Descongelacion de las pajillas
Luego de un periodo de congelacién de 30 minutos, se procedio con el descongelado de
las 4 pajillas en bafio Maria a 37 °C, por 45 segundos. Se extrajo una a una las pajillas
(testigo, 40%, 50% y 60%) y se sec con toalla de papel, se cortd un extremo de la pajilla
para luego observar la muestra.

4.3.14. Andlisis del semen post congelacion
Para el andlisis post congelacion, se valoré la variable de respuesta Motilidad individual,
el cual se determiné colocando una gota de semen entre el porta y cubreobjetos que
estaban atemperadas, posteriormente se procedio a evaluar en el microscopio 6ptico a
40X, y se observaron 10 campos para calcular el porcentaje de espermatozoides con
movilidad.

4.3.15. Disefio Experimental
Los disefios empleados para realizar el presente trabajo fueron:
Disefio Completamente al Azar, este disefio se lo empled en dos puntos:
Primero. - Se lo empleo en la “Primera Parte”, para la obtenciéon de datos macro y

microscopicos en las muestras de semen fresco, comparando la calidad de muestras

entre toros.
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Segundo. - Se lo empleo en la “Cuarta Parte”, para la obtencién de datos pre y post
congelacion con los diferentes tratamientos empleados en las muestras de semen,

comparando la calidad de muestras con tratamientos entre toros.

Disefio de Bloques al Azar, este disefio se empled para realizar la comparacion entre
tratamientos, aplicando a las muestras los diferentes porcentajes de reduccion del plasma
seminal (Testigo y RPPS del 40%, 50% y 60%) pre y post congelacion, y de esta manera
identificar cual de los cuatro tratamientos es el mejor antes y después de la congelacion.

El criterio empleado para la evaluacion de la viabilidad de las muestras antes y post
congelacion dentro del Laboratorio de crio-conservacion de la Estacion Experimental de
Choquenaira (Viacha), se baso principalmente con el examen de la variable de respuesta
“‘motilidad individual” la que expresa el porcentaje de células méviles bajo el campo
microscopico, este criterio se empled en ambos disefios experimentales, tanto en el DCA
como en el DBA. Las muestras en las que se aplicé los tratamientos se describen a

continuacion.

4.4.Modelo estadistico

e Disefio Completamente al Azar (Comparacion entre Toros)

Xij= W + ai+gij
Donde:
Xi= Observacion cualquiera
u = Media general
ai= Efecto del i-ésimo Tratamiento

&iji= Error experimental

e Disefio de Bloques al Azar (Comparacion entre tratamientos pre y post

congelacion)
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Xij= p+ Bj+ ai+eij
Donde:
Xij= Observacion cualquiera
u = Media general
Bj = Efecto del j-esimo bloque
ai= Efecto del i-ésimo Tratamiento (Reduccion de Plasma Seminal)

&ij= Error experimental

e Tratamientos
T1 = Testigo
T2 = Reduccién parcial del plasma seminal del 40%
T3 = Reduccién parcial del plasma seminal del 50%

T4 = Reduccion parcial del plasma seminal del 60%

5. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién, se describen los resultados del trabajo en cuatro partes:

En la primera parte se describen las caracteristicas macroscépicas y microscépicas
cualitativas y cuantitativas de todas las variables de respuesta obtenidas a partir del
semen fresco, que hacen referencia a la comparacion entre toros, procurando un énfasis

a la variable de respuesta “motilidad individual’.

En la segunda parte se presentan los resultados microscopicos, enfocandonos
unicamente en la variable de respuesta “motilidad individual”, realizando la comparacion
entre tratamientos de Reduccion Parcial del Plasma Seminal en un porcentaje del 40%,

50%, 60% y un Testigo, los cuales se evaluaron pre congelacion.

En la tercera parte se presentan los resultados microscopicos, enfocandonos Unicamente

en la variable de respuesta “motilidad individual”, realizando la comparacion entre

49



tratamientos de Reduccion Parcial del Plasma Seminal en un porcentaje del 40%, 50%,

60% y un Testigo, los cuales se evaluaron post congelacion.

Finalmente en la cuarta parte se presentan como datos adicionales los resultados
microscopicos obtenidos, Unicamente de la variable de respuesta “motilidad individual”,
en la que se realiz6 la comparacion entre toros con los diferentes tratamientos de
Reduccion Parcial del Plasma Seminal en un porcentaje del 40%, 50%, 60% y un Testigo,

los cuales se evaluaron pre y post congelacion.

5.1.Primera Parte

5.1.1. Caracteristicas macro y microscoépicas

5.1.1.1. Caracteristicas macroscopicas

5.1.1.1.1. Color del semen fresco

En el Cuadro 3 se observan las caracteristicas macroscopicas del Color del semen por

toro y repeticion.

Cuadro 3: Caracteristicas macroscopicas de color del semen fresco

Repeticion Toro Color
1 Pardo “Neron” Blanco cremoso
2 Pardo “Neron” Blanco cremoso
3 Pardo “Neron” Blanco cremoso
1 Holstein “River” Amarillo cremoso
2 Holstein “River” Blanco amarillento
3 Holstein “River” Amarillo cremoso
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1 Pardo “Lider” Crema

2 Pardo “Lider” Crema

3 Pardo “Lider” Crema

1 Holstein “Osman’” Blanco cremoso
2 Holstein “Osman”  Blanco amarillento
3 Holstein “Osman”  Blanco amarillento

Fuente: elaboracion propia

En el toro Pardo Suizo “Nerén”, se observd el color blanco cremoso en las tres
repeticiones; en el toro Holstein “River”, se observo el color amarillo cremoso para la
primera y tercera repeticién, mientras que en la segunda repeticion se observé un color
blanco amarillento; en el toro Pardo Suizo “Lider”, se observé el color crema en las tres
repeticiones y finalmente en el toro Holstein “Osman”, se observo el color blanco cremoso
para la primera y segunda repeticién, mientras que en la tercera repeticion se observo el

color blanco amarillento.

Observando los resultados obtenidos, se puede apreciar que los cuatro animales en
estudio proporcionan muestras con un color crema en general, lo cual es un indicador de
gue estos animales son aptos para la colecta de muestras por encontrarse en excelentes
condiciones de salud, ya que el color depende de la concentracion de espermatozoides
y de las secreciones de las glandulas anexas, por lo que se concluye que las muestras

colectadas de semen son de buena calidad.
Al respecto Quilla (2014), encontr6 en toros de la raza Holstein caracteristicas similares

en cuanto al color del semen que van de colores como el blanco cremoso, cremoso

granuloso, blanco amarillento, blanco lechoso y cremoso.
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Por su parte Kantuta (2009), encontrg caracteristicas similares en cuanto al color del

semen, los cuales variaron entre lechoso amarillento y cremoso, indicando que existe una

buena concentracion de espermatozoides, en el color cremoso.

5.1.1.1.2. Olor del semen fresco

En el Cuadro 4 se observa las caracteristicas macroscopicas de Olor del semen fresco

colectado por toro y repeticion.

Cuadro 4: Caracteristicas macroscopicas de olor del semen fresco

Repeticion

Toro

Olor

1

2

2

3

Pardo “Nerén”

Pardo “Neron”

Pardo “Nerén”

Holstein “River”

Holstein “River”

Holstein “River”

Pardo “Lider”

Pardo “Lider”

Pardo “Lider”

Holstein “Osman”

Holstein “Osman”

Holstein “Osman”

Leche fresca

Leche fresca

Leche fresca

Leche fresca

Leche fresca

Leche fresca

Leche fresca

Leche fresca

Leche fresca

Leche fresca

Leche fresca

Leche fresca

Fuente: elaboracion propia
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Realizadas las evaluaciones macroscopicas correspondientes en el caso de la variable
de respuesta “olor del semen fresco”, se identificd un olor a “leche fresca de vaca” para

todas las repeticiones y para todos los animales en estudio.

Por lo que se concluye que las muestras colectadas son de buena calidad por no
presentar olores extrafos, ya que esto depende también de las glandulas anexas en el
aparato reproductor del macho, por proporcionar la sustancia llamada espermina que
acompafa a los espermatozoides en cada eyaculado obtenido.

5.1.1.1.3. Volumen del semen fresco

En el Cuadro 5 se observan los promedios del volumen de semen fresco entre toros,

donde se puede evidenciar que existe diferencias significativas (P<0.05).

Luego de realizar las colectas respectivas se obtuvieron resultados variables en cuanto
a la comparaciéon entre volimenes de los animales seleccionados, donde el toro Lider
presentd una muestra con un promedio de 8.83 ml, siendo superior estadisticamente al

toro Osman con 7.17 ml, al toro Neron con 5.83 y al toro River con 4.83 ml.

Al respecto Kantuta (2009) obtuvo un volumen promedio de 11.6 ml, siendo este resultado
superior a los encontrados en el presente trabajo, esta superioridad puede ser debido a

factores ambientales, a factores alimenticios o a factores de manejo de los animales.

Por su parte Quilla (2014) al igual que Kantuta, obtuvo un volumen promedio de 8.06 ml,
el cual es un dato similar a los encontrados en los animales en estudio con los que se

trabajo a lo largo del presente trabajo de investigacion.

Hafez y Hafez (2000), mencionan que el volumen de los eyaculados de toros es un
parametro que presenta una baja repetitividad, ya que este depende de la edad y
condicion del animal, factores ambientales y destreza del operario. El volumen de cada

eyaculado disminuye con las frecuencias de recogida a lo largo de cada extraccion.
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Cuadro 5: Promedios de volumen de semen fresco por Toro

Animal Medias (ml) Prueba Duncan 5%
Lider 8,83 A
Osman 7,17 AB
Nerén 5,83 B
River 4,83 B

Fuente: elaboracion propia

5.1.1.1.4. pH del semen fresco

En el cuadro 6 se puede apreciar los promedios del pH de semen fresco, donde se puede

evidenciar que no existen diferencias estadisticas (Pr >0.05).

Las muestras obtenidas del toro Lider presenté un pH de 7, el toro Osman presenté un
pH de 6.93, el toro Nerdn present6 un pH de 6.83 y el toro River present6 un pH de 6.83,
el toro Lider presentd un pH neutro a comparacion de los otros toros que de igual manera
son datos cercanos al pH neutro los cuales estan dentro del rango que indica (Macias, et
al., 2003), que el pH es un indicador de las secreciones de los testiculos y las glandulas

accesorias se encuentran en condiciones normales.

Al respecto Kantuta (2009), obtuvo un pH de 7.0 (neutro) en promedio, indicando que las
secreciones se encuentran normales, resultado que se asemeja a los datos encontrados

en el presente estudio de investigacion.

Por su parte Quilla (2014), obtuvo un pH de 6.8 en promedio, lo cual es un indicador de
gue las secreciones obtenidas se encuentran dentro de un rango de normalidad, siendo
este resultado un dato similar a los que se logré obtener en el presente trabajo de
investigacion.
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Cuadro 6: Promedios de pH de semen fresco por Toro

Animal Medias Prueba Duncan 5%
Lider 7 A

Osman 6,93 A

Nerén 6,83 A
River 6,83 A

Fuente: elaboracion propia

5.1.1.2. Caracteristicas microscoépicas

51.1.2.1. Motilidad masal

En el cuadro 7 se observa los promedios de la variable motilidad masal entre toros del
semen fresco, donde se puede evidenciar que existe diferencias altamente significativas,
esto debido a que entre toros no pueden ser iguales los movimientos en remolinos de las

muestras que proporcionan en cada una de las colectas.

En el toro Lider presenté un promedio de motilidad masal de 5, siendo superior
estadisticamente al toro River con 4, al toro Nerén con 4 y al toro Osman con 3, los toros
River y Neron presentaron promedios similares estadisticamente. Esto significa que las
muestras colectadas son de buena calidad ya que la motilidad masal nos indica la
capacidad de movimientos en remolino de los espermatozoides, por lo que la viabilidad

en las muestras colectadas es bastante alta.
Por su parte en la Universidad Politécnica Salesiana Sede Quito Picerno (2016), realiz6
el andlisis en el semen fresco de las razas Holstein, Pizan y Brown Swiss, obteniendo un

promedio de motilidad masal de 4 segun la escala de valoracion de motilidad masal para
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las tres razas en estudio, siendo un valor intermedio a los encontrados en el presente

trabajo.

Al respecto Padilla y Castaneda (2006), obtuvieron en Zamorano - Honduras un promedio
de 4 en la escala de valoracion de la motilidad masal, esto en las razas Brahman,
Romagnola, Pardo Suizo, Holstein y Angus, dato que esta en un punto intermedio con

respecto a los encontrados en el presente trabajo, al igual que en el anterior caso.

Cuadro 7: Promedios de motilidad masal en el semen fresco entre toros

Animal Medias Prueba Duncan 5%
Lider 5 A
River 4 A

Nerdn 4 B

Osman 3 C

Fuente: elaboracion propia

51.1.2.2. Motilidad individual

En el cuadro 8 se observa el analisis de varianza de la variable motilidad individual entre
toros del semen fresco, donde debido a que se trabajé con cuatro toros, estos no son
iguales en cuanto a la calidad seminal, por lo que se evidencia q existe una diferencia

altamente significativa.

El coeficiente de variacion es de 2.40 % y esté clasificado de bajo de acuerdo a Calzada

(1983), demostrando que los datos son altamente confiables.
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Cuadro 8: Analisis de varianza de Motilidad Individual del semen fresco

o Gradosde  Sumatoriade  Cuadrados F -
Fuente de variacion _ _ Pr.>f
libertad cuadrados medios calculado
Animal 3 342.72 114.24 51.18 0,0001 **
Error experimental 8 17.86 223 e -
Total 11 360.57 - e e
C.V.=2.40%

Fuente: elaboracién propia

En el cuadro 9 se observa los promedios de motilidad individual por toro, donde el toro
de la raza Holstein “Osman” con una edad de 4 afios y 9 meses, presenté uno de los
promedios mas elevados de motilidad individual con un valor de 85.67%, siendo superior
estadisticamente al toro de la raza Holstein “River” con una edad de 1 afo y 7 meses,
que presentd un promedio de motilidad individual de 83.33%, al toro de la raza Pardo
Suizo “Lider” con una edad de 2 afios y 5 meses, que presentd un promedio de 76.33%
de motilidad individual y al toro de la raza Pardo Suizo “Nerdn” con una edad de 2 afios
y 5 meses, que presentd un promedio de 65.33% de motilidad individual. Los toros de la

raza Holstein Osman y River presentaron promedios similares estadisticamente.

Esto significa que las muestras colectadas son de buena calidad por apreciar el
movimiento individual de las células esperméticas de forma progresiva y rectilinea el cual
es un indicador de la viabilidad del semen ya que puede aplicarse en un programa de

inseminacion.
Por su parte Kantuta (2009) obtuvo una motilidad individual de 82%, siendo este valor

inferior al encontrado en el presente trabajo y pudiendo ser influenciados este valor por

la edad del semental.
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Asi mismo Quilla (2014), al igual que Kantuta (2009), obtuvo una motilidad individual de
72%, siendo este resultado aun mas inferior del que se logré encontrar en el presente

trabajo.

En la figura 17 estan representados los valores promedios de la variable de respuesta

motilidad individual de semen fresco por toro

100
80

60

85,67 %

40

76,33 %
65,33 %

20

MOTILIDAD INDIVIDUAL (%)

OSMAN RIVER LIDER NERON
TOROS
Fuente: elaboracion propia
Figura 17: Promedios de motilidad individual del semen fresco por toro

Cuadro 9: Promedios de motilidad individual de semen fresco por toro

Animal Medias (%) Prueba Duncan 5%
Osman 85,67 A

River 83,33 A

Lider 76,33 B

Neron 65,33 C

Fuente: elaboracion propia

5.1.1.2.3. Concentracion de semen fresco
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En el Cuadro 10 se observa los promedios de la variable concentracion de semen fresco,
donde se evidencia que entre las unidades experimentales (toros en estudio) existe

diferencias altamente significativas.

Donde el toro Lider se alcanzé una concentracion en promedio de 1.26 x 10° millones de
espermatozoides/ml, siendo superior estadisticamente al toro River que alcanzé una
concentracion de 1.10 x 10° millones de espermatozoides/ml, al toro Nerén que alcanz6
una concentracion de 9.55 x 102 millones de espermatozoides/ml y al toro Osman que
alcanzé una concentraciéon de 7.08 x 108 millones de espermatozoides/ml, en esta
oportunidad para la variable de respuesta concentracién del semen fresco no hubo datos

de concentraciones similares estadisticamente.

Por su parte Kantuta (2009), obtuvo una concentraciéon de 8.2 x 10° millones/ml, siendo
este valor de concentracion espermatica inferior a los que se obtuvieron en las tres

repeticiones realizadas a lo largo del presente estudio de investigacion.
Al respecto Quilla (2014), obtuvo una concentraciéon promedio de 1.023 x 106 millones/ml,
de modo similar al anterior caso este valor de concentracién espermatica es inferior a los

que se lograron obtener en el presente trabajo de investigacion.

Cuadro 10: Promedios de concentracion de semen fresco por toro

Animal Medias (Millones de espermas/ml) Prueba Duncan 5%
Lider 1.26 x 10° A

River 1.10 x 10° B

Neron 9.55 x 108 C

Osman 7.08 x 108 D

Fuente: elaboracion propia
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5.1.1.2.4. Porcentaje de espermatozoide vivos del semen fresco por toro

En el cuadro 11 se observa los promedios de la variable porcentaje de espermatozoides
vivos del semen fresco, donde se puede evidenciar que no existe diferencias
significativas entre las unidades experimentales en cuanto al porcentaje de

espermatozoides vivos.

Se puede apreciar que el toro River y el toro Osman alcanzaron un promedio de 83% de
espermatozoides vivos, siendo superiores estadisticamente a los toros Nerén que
alcanzé un promedio de 79.67% y al toro Lider que alcanzé un promedio de 77%, los

toros River y Osman alcanzaron promedios similares estadisticamente (83%).

Por su parte Kantuta (2009), encontré un promedio de 72% de espermatozoides vivos en
semen sin congelar, dato que en comparacion con los obtenidos en el presente trabajo

es inferior con respecto a los toros River y Osman.

Al respecto Quilla (2014), de igual manera encontré un promedio de 75% de
espermatozoides vivos, dato que de igual forma es inferior con respecto a los datos que

se obtuvo en el presente trabajo y de los toros mencionados con anterioridad.

Cuadro 11:Promedio de los porcentajes de espermatozoides vivos del semen
fresco por toro

Animal Medias (%) Prueba Duncan 5%
River 83 A

Osman 83 A

Nerdn 79,67 A
Lider 77 A

Fuente: elaboracion propia
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5.1.1.2.5. Porcentaje de espermatozoide muertos del semen fresco por

toro

En el cuadro 12 se observan los promedios de la variable porcentaje de espermatozoides
muertos del semen fresco por toro, donde se puede evidenciar que no existe diferencias
significativas entre las unidades experimentales en cuanto al porcentaje de

espermatozoides muertos.

El toro Lider alcanz6 un porcentaje de espermatozoides muertos de 23% siendo superior
estadisticamente al toro Nerén que alcanzo6 un promedio de 20.33% de espermatozoides
muertos, también fue superior al toro Osman que alcanzé un promedio de
espermatozoides muertos de 17% al igual que el toro River que de igual manera alcanzo

un promedio de 17%.

Cuadro 12:Promedios de espermatozoides muertos del semen fresco por toro

Animal Medias (%) Prueba Duncan 5%
Lider 23 A

Nerdn 20,33 A

Osman 17 A
River 17 A

Fuente: elaboracion propia

5.1.1.2.6. Porcentaje de espermatozoides normales del semen fresco

por toro
En el cuadro 13 se observan los promedios de la variable porcentaje de espermatozoides

normales del semen fresco por toro, donde se puede evidenciar que existe una diferencia

altamente significativa entre las unidades experimentales.
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El toro Osman alcanz6 un promedio de espermatozoides normales de 95.67%, siendo
superior estadisticamente a los toros River que alcanz6 un promedio de 93.67%, al toro
Lider que alcanzé un promedio de 87.67% y al toro Neron que alcanzé un promedio de
espermatozoides normales de 62.33%, los toros Osman y River alcanzaron promedios

similares estadisticamente.

Kantuta (2009) encontré un promedio de 83% de espermatozoides vivos en semen sin
congelar. Al respecto (Quilla, 2014), encontré6 en la Estacibn Experimental de
Choguenaira un promedio de 78.56% de espermatozoides normales en el semen fresco,

datos que son inferiores a los encontrados en el presente trabajo de investigacion.

Cuadro 13: Promedio de los porcentajes de espermatozoides normales del semen
fresco por toro

Animal Medias (%) Prueba Duncan 5%
Osman 95,67 A

River 93,67 A

Lider 87,67 B

Nerdn 62,33 C

Fuente: elaboracion propia

5.1.1.2.7. Porcentaje de espermatozoides anormales del semen fresco

por toro

En el cuadro 14 se observan los promedios de la variable porcentaje de espermatozoides
anormales del semen fresco por toro, donde se puede evidenciar que existe una

diferencia altamente significativa entre las unidades experimentales.

El toro Nerén alcanz6é un promedio de espermatozoides anormales de 37.67%, siendo

superior estadisticamente a los toros Lider que alcanzé un promedio de 12.33%, al toro
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River que alcanzé un promedio de 6.33% y al toro Osman que alcanz6 un promedio de
espermatozoides anormales de 4.33%, los toros Osman y River alcanzaron promedios

similares estadisticamente.

Cuadro 14: Promedio de los porcentajes de espermatozoides anormales del semen
fresco por toro

Animal Medias (%) Prueba Duncan 5%
Neron 37,67 A
Lider 12,33 B
River 6,33 C
Osman 4,33 C

Fuente: elaboracion propia

5.2.Segunda Parte

5.2.1. Caracteristicas microscopicas

5.2.1.1. Motilidad individual con los diferentes tratamientos de reduccion
parcial de plasma seminal pre congelacion (Comparacién entre

tratamientos)

En el cuadro 15, se observa el andlisis de varianza de la variable Motilidad Individual
realizada en las tres repeticiones con los diferentes tratamientos aplicados al semen
fresco (testigo, RPPS 40%, 50% y 60%) pre congelacion, donde se puede evidenciar que

existe diferencias altamente significativas entre tratamientos.

El coeficiente de variacion es de 7.60% que esta clasificada como un valor bajo de
acuerdo a Calzada (1983), indicando que los datos son confiables.
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Cuadro 15: Andlisis de varianza de motilidad individual con diferentes tratamientos
dereduccion de plasma seminal pre congelacion (Comparacién entre tratamientos)

Fuente de Grados de Sumatoria de Cuadrados F -
variacion libertad cuadrados medios calculado Pr>t
ANIMAL 3 808.35 269.45 14.10 0,0001 **
TRATAMIENTO 3 272.00 90.67 4.74 0,0062 **
Error 41 783.45 1917 - -
Total 47 1863.80 @ - e e
C.V. =7.60%

Fuente: elaboracién propia

En el cuadro 16 se observa los promedios de la variable de respuesta “motilidad
individual” a la que se le aplico los diferentes tratamientos de reduccion del plasma
seminal (Testigo, RPPS de 40%, 50% y 60%) pre congelacion, donde el tratamiento con
RPPS del 60% obtuvo un promedio de células espermaticas pre congelacién de 76.50%,
siendo superior estadisticamente al tratamiento con RPPS del 50% que obtuvo un
promedio de células espermaticas pre congelacién de 70.92%, al tratamiento con RPPS
Testigo que obtuvo un promedio de células espermaticas pre congelacion de 69.17% y
al tratamiento con RPPS del 40% que obtuvo un promedio de células esperméticas pre
congelacion de 66.25%, donde los tratamientos con RPPS del 50% y el Testigo

obtuvieron promedios similares estadisticamente.

Al respecto Padilla y Castaneda (2006), obtuvieron en las razas Brahman, Romagnola,
Pardo Suizo, Holstein y Angus, esto en Zamorano — Honduras un promedio de motilidad
individual pre congelacion de 64.50% en el caso del testigo y un promedio de 69.75% en
el caso del tratamiento con una reduccién parcial del plasma seminal del 50%, datos que

son similares a los encontrados en el presente trabajo.

Por su parte Aké-Lépez y Sanchez-Encalada (1997), obtuvieron de 6 toros cebu
comercial (Bosindicus), esto en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la

Universidad Autonoma de Yucatan, un promedio de motilidad individual pre congelacién
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de 65.5% para el testigo y un promedio de 66.80% para el tratamiento con una reduccion
parcial del plasma seminal del 50%, siendo estos datos, un tanto similares a los

encontrados en el presente trabajo de investigacion.

En la figura 18 se representan los valores promedios de la variable de respuesta motilidad
individual con diferentes tratamientos de reduccion de plasma seminal pre congelacion

(Comparacion entre tratamientos).

76,5%
70,92%
69,17%

(RPPS 60%)  (RPPS 50%) (TESTIGO) (RPPS 40%)
TRATAMIENTOS

78
76
74
72
70
68
66
64
62
60

MOTILIDAD INDIVIDUAL %

Fuente: elaboracion propia

Figura 18: Promedios de tratamientos en motilidad individual pre congelacion

Cuadro 16:Promedios de motilidad individual con diferentes tratamientos de
reduccién de plasma seminal pre congelacion (Comparacién entre tratamientos)

Tratamientos Medias (%) Prueba Duncan 5%

T4 (RPPS 60%) 76.50 A
T3 (RPPS 50%) 70.92 AB
T1 (TESTIGO) 69.17 B
T2 (RPPS 40%) 66.25 B

Fuente: elaboracion propia
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5.3. Tercera Parte

5.3.1. Caracteristicas microscopicas

5.3.1.1. Motilidad individual con los diferentes tratamientos de reduccion
parcial de plasma seminal post congelacion (Comparacion entre

tratamientos)

En el cuadro 17, se observa el andlisis de varianza de la variable Motilidad Individual
realizada en las tres repeticiones con los diferentes tratamientos aplicados al semen
fresco (testigo, RPPS 40%, 50% y 60%) post congelacion, donde se puede evidenciar

gue existe diferencias altamente significativas entre tratamientos.

El coeficiente de variacion es de 8.48% que esta clasificada como un valor bajo de

acuerdo a Calzada (1983), indicando que los datos son confiables.

Cuadro 17: Analisis de varianza de motilidad individual con diferentes tratamientos
de reduccion de plasma seminal post congelacion (Comparacion entre
tratamientos)

Fuente de Grados de Sumatoriade Cuadrados F -
variacion libertad cuadrados medios calculado Pr>t
ANIMAL 3 484.52 161.51 9.23 0,0001 **
TRATAMIENTO 3 236.12 78.71 4.5 0,0081 **
Error 41 717.25 1749 - e
Total 47 143789 - e e
C.V.=8.48%

Fuente: elaboracion propia

En el cuadro 18 se observa los promedios de la variable de respuesta motilidad individual

a la que se le aplico los diferentes tratamientos de reduccién del plasma seminal (Testigo,

66



RPPS de 40%, 50% y 60%), donde el tratamiento con RPPS 60% obtuvo un promedio
de recuperacion de células espermaticas post congelacion de 63.33%, siendo superior
estadisticamente al tratamiento con RPPS 50% que obtuvo un promedio de recuperacion
de células espermaticas post congelacion de 57.50%, al tratamiento con RPPS Testigo
gue obtuvo un promedio de recuperacion de células espermaticas post congelacion de
56.25% vy al tratamiento con RPPS 40% que obtuvo un promedio de recuperacion de
células esperméticas post congelacion de 52.83%, donde los tratamientos con RPPS del
50% y el Testigo obtuvieron promedios similares estadisticamente.

Al respecto Padilla y Castaneda (2006), obtuvieron en las razas Brahman, Romagnola,
Pardo Suizo, Holstein y Angus, esto en Zamorano — Honduras un promedio de 36.75%
en el caso del testigo y un promedio de 40.15% en el caso del tratamiento con una
reduccion parcial del plasma seminal del 50%, datos que son inferiores a los encontrados

en el presente trabajo.

Por su parte Aké-Lopez y Sénchez-Encalada (1997), obtuvieron de 6 toros cebu
comercial (Bosindicus), esto en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Autbnoma de Yucatan, un promedio de motilidad individual post congelacion
de25% para el testigo y un promedio de 28.3% para el tratamiento con una reduccién
parcial del plasma seminal del 50%, siendo estos datos inferiores a los que se encontré

en el presente trabajo de investigacion.
En la figura 19 se observan los promedios de la variable de respuesta motilidad individual

con diferentes tratamientos de reduccion de plasma seminal post congelacion

(Comparacion entre tratamientos).
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Fuente: elaboracion propia

Figura 19: Promedios de tratamientos en motilidad individual post congelacion

Cuadro 18: Promedios de motilidad individual con diferentes tratamientos de
reduccién de plasma seminal post congelacion (Comparacidn entre tratamientos)

Tratamientos Medias (%) Prueba Duncan 5%

T4 (RPPS 60%) 63.33 A
T3 (RPPS 50%) 57.50 AB
T1 (TESTIGO) 56.25 B
T2 (RPPS 40%) 52.83 B

Fuente: elaboracion propia

5.4.Cuarta Parte

5.4.1. Caracteristicas microscoOpicas pre y post congelacién (Comparacién
de tratamiento entre toros)

5.4.1.1. Motilidad individual con los diferentes tratamientos de reduccion
parcial de plasma seminal pre congelacién por toro (Comparacion de
tratamientos entre toros)
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En el cuadro 19, se observa el andlisis de varianza de la variable Motilidad Individual con
los diferentes tratamientos de reduccion parcial de plasma seminal (testigo, RPPS 40%,
50% y 60%), haciendo la comparacion entre los toros en estudio pre congelacion, donde

se puede evidenciar que existe diferencias altamente significativas entre tratamientos.

El coeficiente de variacion es de 7.76% Yy esta clasificado como un valor bajo de acuerdo

a Calzada (1983), demostrando que los datos son altamente confiables.

Cuadro 19: Analisis de varianza de motilidad individual con diferentes tratamientos
de reduccion parcial del plasma seminal pre congelacion por toro (Comparacion de
tratamientos entre toros)

o Gradosde  Sumatoriade  Cuadrados F—
Fuente de variacion _ _ Pr. > f
libertad cuadrados medios calculado
Tratamientos 15 1225.87 81.72 4.10 0.0004 **
Error experimental 32 637.93 1994 - e
Total 47 1863.80 @ - e e
CV.=7.76%

Fuente: elaboracién propia

En el Cuadro 20 se observan los promedios de motilidad individual con los diferentes
tratamientos de reduccion parcial de plasma seminal (testigo, reduccién parcial del
plasma seminal de 40%, 50% y 60%) pre congelacién en los cuatro toros en estudio,
donde el toro Holstein “Osman” con el tratamiento de reduccion parcial del plasma
seminal Testigo obtuvo un promedio de 82.33%, con el tratamiento de reduccion parcial
del plasma seminal del 60% obtuvo un promedio de 80%, seguido del toro Holstein “River”
con el tratamiento de reduccion parcial del plasma seminal del 60% obtuvo un promedio
de 79.67%, seguido del toro Pardo Suizo “Lider” con el tratamiento de reduccion parcial
del plasma seminal de 60% obtuvo un promedio de 78.67%, el toro Holstein “River” con
el tratamiento de reduccién parcial del plasma seminal del 50% obtuvo un promedio del
76.33%, seguido por el toro Holstein “Osman” que con el tratamiento de reduccién parcial
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del 50% obtuvo un promedio de 76%, el mismo que con el tratamiento de reduccion
parcial del plasma seminal del 40% obtuvo un promedio de 74%, el toro Holstein “River”
con tratamiento de reduccion parcial del plasma seminal de 40% obtuvo un promedio de
73.33%, el mismo que con el tratamiento de reduccién parcial del plasma seminal Testigo
obtuvo un promedio de 71.67%, el toro Pardo Suizo “Nerdon” con el tratamiento de
reduccion parcial del plasma seminal del 60% obtuvo un promedio de 67.67%, el toro
Pardo Suizo “Lider” con tratamiento de reduccion parcial del plasma seminal de 50%
obtuvo un promedio de 67%, el toro Pardo Suizo “Nerén” con tratamiento de reduccion
parcial del plasma seminal de 50% obtuvo un promedio de 64.33%, el toro Pardo Suizo
“Lider” con el tratamiento de reduccion parcial del plasma seminal del 40% obtuvo un
promedio de 64%, mismo que con el tratamiento con reduccién parcial del plasma seminal
Testigo obtuvo un promedio de 62.33%, el toro Pardo Suizo “Nerdn” con tratamiento de
reduccion parcial del plasma seminal Testigo obtuvo un promedio de 60.33%, mismo que
finalmente con el tratamiento de reduccion parcial del plasma seminal del 40% obtuvo un
promedio de 53.67%.

Al respecto Padilla y Castaneda (2006), obtuvieron en las razas Brahman, Romagnola,
Pardo Suizo, Holstein y Angus, esto en Zamorano — Honduras un promedio de motilidad
individual pre congelacion de 64.50% en el caso del testigo y un promedio de 69.75% en
el caso del tratamiento con una reduccion parcial del plasma seminal del 50%, datos que

son inferiores a los encontrados en el presente trabajo.

Por su parte Aké-Lopez y Sénchez-Encalada (1997), obtuvieron de 6 toros cebu
comercial (Bosindicus), esto en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Autonoma de Yucatan, un promedio de motilidad individual pre congelacion
de 65.50% para el testigo y un promedio de 66.80% para el tratamiento con una reduccién
parcial del plasma seminal del 50%, siendo estos datos inferiores a los que se encontro

en el presente trabajo de investigacion.
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En la figura 20 estan representados los valores promedios de la variable de respuesta
motilidad individual con diferentes tratamientos de reduccidon de plasma seminal pre

congelacion por toro (Comparacion de tratamientos entre toros)
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Fuente: elaboracion propia
Figura 20: Promedios de tratamientos en motilidad individual pre congelacion por toro

Cuadro 20: Promedios de motilidad individual con diferentes tratamientos de
reduccion parcial de plasma seminal pre congelacién por toro (Comparacién de
tratamientos entre toros)

Tratamientos Medias (%) Prueba Duncan 5%
HOLSTEIN/RIVER (RPPS 60%) 82.33 A
HOLSTEIN/RIVER (RPPS 50%) 80 AB
HOSTEIN/OSMAN (TESTIGO) 79.67 AB

PARDO SUIZO/NERON (RPPS 60%) 78.67 AB
HOLSTEIN/RIVER (RPPS 40%) 76.33 ABC
HOLSTEIN/RIVER (TESTIGO) 76 ABC
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HOLSTEIN/OSMAN (RPPS 60%) 74 ABCD

PARDO SUIZO/LIDER (RPPS 60%) 73.33 ABCDE
PARDO SUIZO/NERON (RPPS 50%) 71.67 ABCDE
HOLSTEIN/OSMAN (RPPS 50%) 67.67 BCDE
PARDO SUIZO/NERON (TESTIGO) 67 BCDE
HOLSTEIN/OSMAN (RPPS 40%) 64.33 CDEF
PARDO SUIZO/NERON (RPPS 40%) 64 CDEF
PARDO SUIZO/LIDER (RPPS 50%) 62.33 DEF
PARDO SUIZO/LIDER (RPPS 40%) 60.33 EF
PARDO SUIZO/LIDER (TESTIGO) 53.67 F

Fuente: elaboracion propia

5.4.1.2. Motilidad individual con los diferentes tratamientos de reduccion
parcial de plasma seminal post congelacién por toro (Comparacion de

tratamientos entre toros)

En el cuadro 21, se observa el andlisis de varianza de la variable Motilidad Individual con
los diferentes tratamientos de reduccion parcial de plasma seminal (testigo, RPPS 40%,
50% y 60%), haciendo la comparacion entre los toros en estudio post congelacion, donde

se puede evidenciar que existe diferencias altamente significativas entre tratamientos.

El coeficiente de variacion es de 8.69% y esta clasificado como un valor bajo de acuerdo

a Calzada (1983), demostrando que los datos son altamente confiables.

Cuadro 21: Anélisis de varianza de motilidad individual con diferentes tratamientos
de reduccion parcial de plasma seminal post congelacién por toro (Comparacion
de tratamientos entre toros)
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Grados de Sumatoria de Cuadrados F -

Fuente de variacion Pr. > f
libertad cuadrados medios calculado
Tratamientos 15 849.99 56.67 3.08 0.0036 **
Error experimental 32 587.90 1837 - e
Total 47 1437.89 - e e
C.V.=8.69%

Fuente: elaboracién propia

En el Cuadro 22 se observan los promedios de motilidad individual con los diferentes
tratamientos de reduccion parcial de plasma seminal (testigo, reduccién parcial del
plasma seminal de 40%, 50% y 60%) post congelacidén en los cuatro toros en estudio,
donde el toro Holstein “River” con el tratamiento de reduccion parcial del plasma seminal
del 60% obtuvo un promedio de 68.67%, con el tratamiento de reduccion parcial del
plasma seminal del 50% obtuvo un promedio de 65.67%, el toro Holstein “Osman” con el
tratamiento Testigo obtuvo un promedio de 63.33%, seguido del toro Pardo Suizo “Nerén”
con el tratamiento de reduccioén parcial del plasma seminal de 60% obtuvo un promedio
de 63%, el toro Holstein “River” con el tratamiento de reduccion parcial del plasma
seminal del 40% obtuvo un promedio del 62.33%, con el tratamiento Testigo obtuvo un
promedio de 61.67%, el toro Holstein “Osman” con tratamiento de reduccioén parcial del
plasma seminal de 60% obtuvo un promedio de 61%, el toro Pardo Suizo “Lider” con
tratamiento de reduccién parcial del plasma seminal del 60% obtuvo un promedio de
60.67%, el toro Pardo Suizo “Neron” con tratamiento de reduccion parcial del plasma
seminal de 50% obtuvo un promedio de 59.67%, el toro Holstein “Osman” con tratamiento
de reduccién parcial del plasma seminal de 50% obtuvo un promedio de 57%, el toro
Pardo Suizo “Neron” con el tratamiento Testigo obtuvo un promedio de 55.67%, el toro
Holstein “Osman” con tratamiento de reduccion parcial del plasma seminal de 40% obtuvo
un promedio de 55%, el toro Pardo Suizo “Nerdn” con tratamiento de reduccion parcial
del plasma seminal de 40% obtuvo un promedio de 49% y finalmente el toro Pardo Suizo

“Lider” con tratamiento de reduccion parcial del plasma seminal de 50% obtuvo un
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promedio de 47.67%, con reduccion parcial del plasma seminal de 40% obtuvo un
promedio de 45% y con reduccion parcial del plasma seminal Testigo obtuvo un promedio
de 44.33%.

Al respecto Padilla y Castaneda (2006), obtuvieron en las razas Brahman, Romagnola,
Pardo Suizo, Holstein y Angus, esto en Zamorano — Honduras un promedio de 36.75%
en el caso del testigo y un promedio de 40.15% en el caso del tratamiento con una
reduccion parcial del plasma seminal del 50%, datos que son inferiores a los encontrados

en el presente trabajo.

Por su parte Aké-Lopez y Sénchez-Encalada (1997), obtuvieron de 6 toros cebu
comercial (Bosindicus), esto en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Autdbnoma de Yucatan, un promedio de motilidad individual post congelacién
de25% para el testigo y un promedio de 28.3% para el tratamiento con una reduccion
parcial del plasma seminal del 50%, siendo estos datos inferiores a los que se encontro

en el presente trabajo de investigacion.
En la figura 21 se presentan los valores promedios de la variable de respuesta motilidad

individual con diferentes tratamientos de reduccion parcial de plasma seminal post

congelacion por toro (Comparacién de tratamientos por toro)
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Fuente: elaboracion propia
Figura 21: Promedios de tratamientos en motilidad individual post congelacién por toro

Cuadro 22: Promedios de motilidad individual con diferentes tratamientos de
reduccion parcial de plasma seminal post congelacion por toro (Comparacion de
tratamientos entre toros)

Tratamientos Medias (%) Prueba Duncan 5%
HOLSTEIN/RIVER (RPPS 60%) 68.67 A
HOLSTEIN/RIVER (RPPS 50%) 65.67 A
HOSTEIN/OSMAN (TESTIGO) 63.33 AB

PARDO SUIZO/NERON (RPPS 60%) 63 AB
HOLSTEIN/RIVER (RPPS 40%) 62.33 AB
HOLSTEIN/RIVER (TESTIGO) 61.67 ABC
HOLSTEIN/OSMAN (RPPS 60%) 61 ABC
PARDO SUIZO/LIDER (RPPS 60%) 60.67 ABC
PARDO SUIZO/NERON (RPPS 50%) 59.67 ABC
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HOLSTEIN/OSMAN (RPPS 50%) 57 ABCD

PARDO SUIZO/NERON (TESTIGO) 55.67 ABCD
HOLSTEIN/OSMAN (RPPS 40%) 55 ABCD
PARDO SUIZO/NERON (RPPS 40%) 49 BCD
PARDO SUIZO/LIDER (RPPS 50%) 47.67 CD
PARDO SUIZO/LIDER (RPPS 40%) 45 D
PARDO SUIZO/LIDER (TESTIGO) 44.33 D

Fuente: elaboracion propia

A través de los andlisis realizados en las muestras experimentales en estas ultimas tres

partes se obtuvo los siguientes resultados:

En primer lugar, se realiz6 el analisis correspondientes a las muestras de semen con los
diferentes porcentajes de reduccion parcial del plasma seminal (Testigo, 40%, 50% vy
60%), esto comparando los cuatro tratamientos en las tres repeticiones, evaluando la
variable de respuesta “motilidad individual”, en la que claramente sobresale como uno de
los mejores planteamientos el tratamiento nimero cuatro (T4, RPPS 60%), con el que se
logra obtener una mejora en cuanto a la recuperacion de las células espermaticas pre y

post congelacion.

En segundo lugar, se realizd el andlisis correspondiente pre y post congelacion a las
muestras de semen con los diferentes porcentajes de reduccion parcial del plasma
seminal (Testigo, 40%, 50% y 60%), realizando la comparacioén entre animales (toros),
evaluando de igual manera la variable de respuesta “motilidad individual’, donde si
observamos primeramente los datos de la evaluacion realizada a las muestras por toro
de pre congelacion, se puede apreciar que el tratamiento uno (T1, Testigo) sobresale en
el caso del toro Osman, y el tratamiento cuatro (T4, RPPS 60%) sobresale en los toros
River, Lider y Neron. Ahora bien si observamos los datos de la evaluacion realizada a las

muestras por toro post congelacion, se puede apreciar que el tratamiento cuatro (T4,
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RPPS 60%) sobresale en los toros River, Nerén y Lider, sin embargo, en el toro Osman,
por mas de ser relegado de un primer lugar a un tercer puesto luego de la post
congelacion, aun sobresale el tratamiento numero uno (T1, Testigo) y como segundo
lugar el tratamiento nimero cuatro (T4, RPPS 60%), por lo que no se descarta que este
altimo logra obtener buenos resultados de recuperacion de las células espermaticas post

congelacion.

Un motivo por el que el tratamiento uno (T1, Testigo) pudo sobresalir al tratamiento cuatro
(T4, RPPS 60%), en el caso del toro Osman, podria deberse a la edad del animal, ya que
los animales seleccionados Nerén, River, y Lider son aproximadamente similares en
edad a excepcion del toro Osman que fue uno de los toros méas longevos dentro del grupo

en estudio.

Finalmente, en este estudio se pudo evidenciar que existen diferencias significativas
entre los diferentes tipos de tratamientos aplicados a las muestras de semen, si bien
existe una diferencia entre la motilidad individual de las muestras de semen con los
diferentes tratamientos en comparacion con las muestras del grupo testigo, podriamos
decir g estan son muy ligeras. La superioridad observada probablemente se deba en
parte a que la valoracién se realiza en forma subjetiva y también a un efecto de
concentracion, ya que al centrifugar el semen y retirarle parte del plasma seminal hace
gue haya una mayor concentracion de espermatozoides. En cuanto a las muestras de
semen pre congelado, tanto la muestra testigo como las experimentales presentaron una
reduccion en el porcentaje de motilidad individual en comparaciéon con las muestras en
estado fresco, esto podria deberse al descenso de la temperatura por debajo de los 20°C
que causa que el espermatozoide presente cambios biofisicos sobre todo en la
membrana plasmatica el cual afecta su motilidad individual. El proceso de congelaciéon
también provoco un efecto detrimental sobre la motilidad individual de los
espermatozoides tanto en el testigo como en las muestras experimentales, esta
disminuciéon de motilidad individual comparada con la motilidad individual de pre
congelacion, se considera normal debido a los procesos por los que tiene que atravesar

las muestras de semen, y en especifico al choque térmico durante la congelacién. En
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cuanto al porcentaje de muestras viables post congelacion, los datos obtenidos muestran
que la remocién de una parte del plasma seminal tiene un efecto benéfico, sobre todo
empleando el tratamiento numero cuatro (T4, RPPS 60%), ya que este tratamiento
experimental presento un mayor porcentaje de recuperacion de las células esperméticas

post congelacion.

78



6. CONCLUSIONES

Primera Parte (Comparacion entre toros)

En el caso del color del semen fresco, se observé colores que variaron de “Blanco
cremoso”, a “Amarillo cremoso”, a “Blanco amarillento”, y color “Crema”.

En el caso del olor del semen fresco se identifico en general un olor a “Leche fresca”.
Para el volumen del semen fresco se presentaron volumenes que variaron de 8.83 ml a
7.17ml, 5.83ml y 4.83ml.

Para el pH, el semen fresco del toro Lider presento6 un valor de 7; Osman present6 un pH
de 6.93, Neron un pH de 6.83 y River un pH de 6.83.

En los promedios de motilidad individual en el semen fresco por toro se logré observar
que el toro de la raza Holstein “Osman” con edad de 4 afios y 9 meses presenté una
motilidad individual de 85.67%, siendo superior estadisticamente al toro de la raza
Holstein “River” con edad de 1 afio y 7 meses que presentd un promedio de 83.33%, al
toro de la raza Pardo Suizo “Lider” con edad de 2 afios y 5 meses que presentd un
promedio de 76.33% Yy finalmente el toro de la raza Pardo Suizo “Neron” con edad de 2
afos y 5 meses que presentd un promedio de motilidad individual de 65.33%.

Para la concentracion de semen fresco, el toro Lider alcanz6é una mayor concentracion,
siendo superior estadisticamente a los toros River, Neron y Osman.

Para el porcentaje de espermatozoides vivos en el semen fresco, el toro River alcanzé el
mayor promedio, siendo superior a los toros Osman, Nerén y Lider.

Para el porcentaje de espermatozoides muertos en el semen fresco, el toro Lider alcanz6
el mayor promedio, siendo superior a los toros Neron, Osman y River.

Para el porcentaje de espermatozoides normales en el semen fresco, el toro Osman
alcanzo el mayor promedio, siendo superior a los toros River, Lider y Neron.

Para el porcentaje de espermatozoides anormales en el semen fresco, el toro Neron
alcanzé el mayor promedio, siendo superior a los toros Lider, River y Osman.

Segunda Parte (Comparacidén entre muestras experimentales pre congelacion)
Entre los promedios de motilidad individual realizados pre congelacion en las muestras
experimentales se observd que existen diferencias altamente significativas

estadisticamente, ya que se aprecio una superioridad en cuanto al contenido de células
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espermaticas moviles dentro del mismo, esto se logré empleando el tratamiento nimero
cuatro que es mediante la reduccion parcial del plasma seminal de un 60% (RPPS 60%),
concluyendo finalmente que la remocion de una parte del plasma seminal es benéfico ya
que influye en la motilidad individual de las muestras pre congelacion.

Tercera Parte (Comparacion entre muestras experimentales post congelacion)
Entre los promedios de motilidad individual realizados post congelacion en las muestras
experimentales se observd que existen diferencias altamente significativas
estadisticamente, ya que se aprecio una superioridad en cuanto a la recuperacién de las
células espermaticas moviles dentro del mismo, esto se logré6 empleando el tratamiento
namero cuatro que es mediante la reduccion parcial del plasma seminal de un 60%
(RPPS 60%), concluyendo finalmente que la remocién de una parte del plasma seminal
es benéfico ya que influye en la motilidad individual de las muestras post congelacion.
Cuarta Parte (Comparaciéon entre toros con las diferentes muestras
experimentales)

Entre los promedios de motilidad individual realizado pre congelacién con las diferentes
muestras experimentales comparando entre toros, se observo que existen diferencias
altamente significativas estadisticamente, ya que el tratamiento nimero uno (T1, Testigo)
sobre sale en caso del toro Osman, seguido por el tratamiento nimero cuatro (RPPS
60%), sin embargo se puede apreciar que en los tres toros restantes sobresale el
tratamiento cuatro (RPPS 60%), por lo que se concluye que al retirar parte del plasma
seminal es benéfico ya que influye en la motilidad individual de las muestras pre
congelacion.

Entre los promedios de motilidad individual realizado post congelacién con las diferentes
muestras experimentales comparando entre toros, se observo que existen diferencias
altamente significativas estadisticamente, ya que el tratamiento numero cuatro (T4,
RPPS 60%) sobresale en tres de los toros en estudio, sin embargo en uno de ellos
sobresale el tratamiento nimero uno (Testigo) aunque el tratamiento cuatro (RPPS 60%)
se encuentra en segundo lugar, concluyendo finalmente que el tratamiento cuatro (RPPS
60%) es benéfico ya que influye en la motilidad individual de las muestras a través de una

recuperacion de las células espermaticas post congelacion.
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda aplicar el método de reduccion parcial del plasma seminal a todos
los toros donadores de semen, evaluando siempre que existe respuestas
positivas, ya que en algunos no mejora el porcentaje de motilidad individual,
mientras que en otros es posible que este método ayude a la calidad de las
muestras.

e Realizar investigaciones en cuanto al porcentaje ideal que se debe reducir de
plasma seminal.

e Realizar estudios complementarios reduciendo porcentajes menores 0 mayores
del plasma seminal, a los del presente trabajo para observar la calidad de las
muestras donadas por los toros.

e Realizar estudios utilizando otro tipo de diluyentes para el proceso de
crioconservacion.

e Realizar investigaciones en otros animales como ovinos y porcinos con el método
de reduccién parcial del plasma seminal y la centrifugacion de las muestras.

e Realizar investigaciones en otros animales de interés ganadero empleando el
tratamiento de remocion parcial del plasma seminal de un 60% observando si este
porcentaje de remocién influye en la recuperaciéon de células espermaticas post
congelacion al igual que en el ganado vacuno.

e Capacitar al técnico procesador de semen en la manipulacién, proceso de

envasado y crio preservacion de las muestras seminales.
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