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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la motilidad y vitalidad antes vy después de la
congelacion de espermatozoides eprdidimartios de toros criollos postmortem, diluidos con
Tris - yema de huevo de codomiz (YHC). Se distnbuyd en tres tratamientos (T),
espermatozoides epididimarios diluidos con T1: Tris - YHC 15%; T2: Tris - YHC 20%,
T3: Trnis - vema de huevo de gallina (YHG) 20%. Se utihizo epididimos (n= 30) de toros
criollos mayores de 3 afios de edad (aproximados por la visualizacion de los dientes
incisivos = a 6), beneficiados en el Camal Municipal de Abancay, se transportd
manteniendo entre 25 a 30 °C alrededor de 60 min. Se colectd espermatozoides de la cola
del epididimo, mediante la téenica de flujo retrogrado con § mL de dilutor Tris - YHC
segun los tratamientos, luego alrededor de 15 min de colectado, se evalud la monhdad
masal, motilidad total, motilidad rectilinea progresiva y vitalidad antes vy después de la
congelacion. El andlisis de vananza se realizd mediante el procedimiento GLM del SAS
para las vanables. El dilutor Tns - YHC 15 v 20%, YHG 20% presentan efectos similares
(P = 0,05) sobre la motilidad masal, motilidad total, motilidad rectilinea progresiva y
vitalidad espermatica, antes y después de la congelacion. Existe diferencia (P < 0.05)
entre los espermatozoides epididimarios frescos v congelados en la motilidad masal (4.0
+ .59 vs 2.1 +0.59): motilidad total (82.5 = 8.78 vs 38 9 = 9 66%); motilidad rectilinea
progresiva (35.1 £ 633 vs 16.9 = 4.39%); vitalidad (85.8 + 2.64 vs 54.7 = 5.20%). En
conclusian, el dilutor Tris- YHC al 15, 20% vy YHG al 20%, tienen efectos similares sobre
la congelacion de espermatozodes epididimanios de toros cnollos postmortem; por lo
que, s¢ sugiere que se utilizaria YHC o YHG como componente de dilutor Tns, en

cnopreservacion de espermatozoides epididimarios.

Palabras clave: Espermatozoo, criopreservacion, bovino, motilidad, vitalidad.

XV
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ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the motility and vitality before and after the
freezing of epididymal spermatozoa of postmortem Creole bulls, diluted with Tris - quail
egg yolk (YHC). It was distributed in three treatments (T), epididymal spermatozoa
diluted with T1: Tris - YHC 15%; T2: Trs - YHC 20%, T3: Tris — chicken egg volk
(YHG) 20%. Were used epididyms (n = 30) of Criollo bulls older than 3 vears of age,
(approximated by the visualization of the incisive teeth > 6), slaughter in the Camal
Municipal of Abancay, transported maintaming between 25 and 30 ° C about 60 min, The
spermatozoa were collected from the tail of the epididymis, using retrograde flow
techmque with 5 mL of Tris - YHC extender according to the treatments, then about 15
min collection, mass motility, evaluated the total motility, progressive rectilinear motility
and vitality before and after freezing. Analysis of vanance was performed using the SAS
GLM procedure for the vanables. The extender Tris - YHC 15 and 20%, YHG 20%
present similar effects (P > 0.05) on mass motility, total motility, progressive rectilinear
motility and sperm wvatality, before and after freezing. There is difference (P < 0.05)
between fresh and frozen epididymal spermatozoa in mass motility (4.0 = 059 vs 2.1 =
0.59). total motility (82.5 = B.78 vs 38.9 + 9.66%), progressive rectilinear motility (35.1
+ 6.33 vs. 169 = 4.39%), vitality (85.8 = 264 vs. 54.7 £ 520%). In conclusion, the
extender Tns-YHC 15, 20% and YHG 20% have similar effects on the freezing of
epididymal spermatozoa of postmortem Creole bulls; therefore, it 1s suggested that YHC
or YHG be used as a component of Tris extender in cryopreservation of epididymal

spermatozoa.

Key words: Spermatozoa, cryopreservation, bovine, motility, vitality.

Xy
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. INTRODUCCION

La congelacion de semen es una biotecnologia que promueve la conservacion del
germoplasma por tiempo indeterminado, se asocia a la inseminacién artificial,
representa un mecamsmo eficiente para la promocion v difusion de material genético
de excelente calidad, ademas la criopreservacion reduce costos de alimentacion v
transporte de los reproductores, reduce las enfermedades sexualmente transmisibles
(Castelo, 2008),

La recuperacion de espermatozoides de la cola del epididimo puede ser una gran
ventaja después de la muerte mesperada de los animales con mérito genético. Este
procedimiento es una herramienta importante para la recuperacion y el uso del
germoplasma después de la muerte (Kaabi er al, 2003). Los espermatozoides
obtenidos de la cola del epididimo pueden ser utilizados con gran potencial para la
preservacion de las células espermaticas en programas de reproduccion asistida
(Ribeiro-Peres et al., 2014). La cnopreservacidn de los espermatozoides epididimales
permite un uso eficiente y ccondmico del material genético porque puede ser

Almacenados indefimdamente (Martins er al_, 2007).
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La motilidad espermatica es fundamental para que los espermatozoides alcancen el
ambiente uterimo y el sitio de la fertilizacién, es el criterio mds importante en la
evaluacion de las celulas espermaticas antes y después a la enopreservacion (Siqueira
et al., 2007). El uso del dilutor Tris evidencid niveles adecuados en la motilidad
mdividual espermatica del semen antes v después del congelamiento. El dilutor Tris
preserva mejor a los espermatozoides durante ¢l proceso de congelacion respecto al
dilutor Citrato (Cabrera ¢r al., 2011). Convencionalmente el semen se diluve con Tris
vema de huevo de gallina, sin embargo, existen estudios que demuestran que la yema
de huevo de codomiz tiene mas fosfatidileolina v menos fosfatidiletanolamina, ademis
posee mejor indice de acidos grasos poliinsaturados, por lo que la motilidad mejora en
¢l proceso de congelacion y descongelacion de espermatozaides de burros Poitu
(Trimeche e al., 1997). Los acidos grasos poliinsaturados permiten mavor cobertura
al shock térmico v mavor estabilizacion de la membrana acrosomal. Ademas, el huevo
de codorniz presenta mayor concentracion de proteinas y lipidos totales (Gonzalez,
2011), en comparacién al huevo de gallina (Taller, 2008),

Por las consideraciones expuestas, se planted este estudio con el objetivo de evaluar el
efecto del dilutor Tris - vema de huevo de codormiz, sobre la motilidad v vitalidad de
espenmatozoides epididimarios de toros criollos; para su postble implementacion en
programas de criopreservacion del semen bovino, inseminacion artificial o mantener

la calidad genética, en beneficio del desarrollo ganadero y econdémico de la poblacion.

It
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1. MARCO TEORICO

1.1.  Antecedentes de la investigacion

En un estudio, entre otras variables se evalué las caracteristicas morfolGgicas de los
espermatozoides epididimanios obtenidos postmortem en el toro de Lidia Se
analizaron 12 pares de testiculos de toros lidiados en una plaza de toros, procedentes
de doce astados encaste Domecq de dos ganaderias. Una vez llegado el toro al
desolladero de la plaza, se extrajeron los testiculos y s¢ conservaron a una temperatura
de 5 °C, en el laboratono se disecciond la cola del epididimo. Se evaluo el volumen,
concentracion eéspermatica, motilidad, vitalidad, células normales, células anormales
y acrosomas normales. La muestra obtenida de cada testiculo, fue diluida en una
proporcion 1 © 2 con un diluyente comercial (Stendyl®). Para las vanables,
concentracion espermatica, la motilidad individual, vivos v muertos, morfoanomalias
y acrosomas normales, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre ganaderias (Saavedra er al , 2012),

Con ¢l propésito de evaluar dos protocolos de lavado retrdgrado v desmenuzado del

epididimo, para la obtencion de espermatozoides de toros post mortem, se determind
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¢l nempo de coleccion de espermatozoides, desde el sacrificio hasta el laboratorio y
penodos de almacenamiento en refnigeracion, sobre porcentaje de mothdad
individual. Se utilizaron testiculos de 50 toros en edad reproductiva (Protocolo 1: n =
25; protocolo 2: n = 25); a su vez cada protocolo se subdividio en cinco grupos (2, 4,
8, 10, 24 h). La evaluacion de la calidad seminal se realizo en fresco cada 24 h post
refngeracion por 5 dias; la mformacion obtemda se analizo mediante estadistica
descriptiva ¥ andlisis de vananza. Los resultados obtenidos indican que no hubo
diferencia significativa (7 -~ 0.05) entre los dos protocolos. A 24 h post refrigeracion
existe diferencia estadistica significativa (P < 0.05) entre los grupos de su respectivo

protocolo (Luzdn, 2015).

Con el objetivo de determinar la movilidad individual de los espermatozoides
eprdidimanios de toros postmortem obtenidos mediante lavado retrdgrado se evaluo
los espermatozoides presentes en la cola del epididimo, obtenida del matadero
mediante lavado retrogrado de testiculos de toros cebi postmortem. Los testiculos
fueron recolectados al azar. Se evalud la movilidad individual de los espermatozoides
recolectados de las colas epididimarias en los testiculos seleccionndos. Esta
recaleccion se realizo por lavado retrogrado con Tris — yema - glicerol, a través del
conducto deferente. Los resultados indican que la temperatura de transporte no afecto
la movihdad espermatica epididimana y que es posible recolectar espermatozoides

vivos de la cola del epdidimo de toros postmortem (Albers v Barmos, 2006)

En un estudio el objetivo fue comparar métodos de criopreservacion convencional y
automatizado de espermatozoides colectados de la cola del epididimo de toros post
moriem. Fueron utlizados 22 epudidimos, colectados en una planta faenadora. Los

espermatozoides fueron colectados con la técnica de flujo retrogrado utilizando medio
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diluyente sin  crioprotector, fuecron analizados la motilidad, vigor, integnidad
estructural v funcional de la membrana plasmatica, viabilidad, actividad mitocondrial
e itegndad del ADN. Los espermatozoides fueron separados en dos muestras v
diluidos en medio con crioprotector (Botubov®Il), fueron envasados en pajillas
francesas, conteniendo 50 x 10° espermatozoides moviles por pajilla. Las pajillas
fueron congeladas por los métodos convencional (4 °C. durante 4 h, en nevera
doméstica y 20 min por encima de la superficie liquida conteniendo nitrégeno liquido)
y antomatizado (Crvogen®). Las muestras de espermatozodes frescos presentaron
resultados supenores en todos los parametros realizados comparados con los métodos
de congelacion convencional y automatizada, con excepcion de los parametros
hipoosmaoticos, donde las muestras de espermatozoides frescos no  tuvieron
alteraciones significativas comparadas con las muestras de espermatozoides
criopreservados por ¢l método convencional. La motilidad media de espermatozoides
frescos fue de 74%, y de 29 v 25% con los métodos convencional y automatizada
respectivamente. Aunque las 1écnicas de criopreservacion reducen los parametros de
calidad espermitica, se mantiene la viabilidad de los espermatozoides, pudiendo ser

utilizada para la preservacion espermatica (Ribeiro-Peres er al., 2014).

Con ¢l objenve de evaluar los efectos de congelacion sobre la viabilidad de los
espermatozoides colectados desde el epididimo de toros. Se han usado 10 pares de
epididimos de un matadero comercial. El semen fue colectado de la cola el epididimo
mediante la téenica de fluyjo retrogrado v fue evaluado entre otras vanables la
motilidad, el vigor, la concentracion, la morfologia de los espermatozoides, la
viabilidad, integridad v funcionalidad de la membrana. El semen se diluyo con dilutor
comercial (Botubov®), envasado en 0.5 ml pajillas francesas, refrigeradas y

congeladas en nitrogeno liquido. A la descongelacion el semen fue reevaluado para el
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mismo parametro, con excepeion de la concentracion de espermatozoides. El namero
de espermatozoides recuperados del epididimo fue de 1712.7 x 10", Motilidad vy vigor
fue 74.0 « 7.0% y 3.6 = (.7 para el semen fresco y 30.0 =+ 82% v 1.3 + 0.5 para ¢l
semen congelado. El porcentaje promedio de espermatozoides normales fue 66.8 y
62.7% para semen fresco v congelado, respectivamente. Se concluvd que el cultivo de
los espermatozoides de la cola del epididimo es viable, répida v eficiente. y puede ser
utilizado para preservar el material genético de los amimales superiores (Barbosa eral.,

2012).

Valverde (2016), en un estudio evaluo la calidad espermatica post-descongelacion de
espermatozoides de la cola del epididimo de toros de matadero sometidos a dos
lemperaturas de almacenamiento (5 v 20 °C). Se colectd 8 pares de testiculos se
almacend herméticamente en bolsas plisticas con Lactato Ringer por 6 h. Los gametos
fueron recuperados por flujo retrdgrado de la cola del epididimo, se evalud la
concentracion, viabilidad espermatica, se procesd ajustando a dosis de S0 x 10°
espermatozoides / 0.25 mL con el diluyente AndroMed al 20%. Se empanllo, se
crioconservd en mitrogeno liqudo. Se encontraron mejores resultados de motilidad
individual progresiva a la precongelacion 842 + 154 y 675 + 704, a post -
descongelacion 33.4 £ 242 y 228 + 281% para 5 y 20 °C respectivamente. La
vitalidad fue 630 £ 26; 529 £ 30% para § v 20 °C respectivamente a

postdescongelacion.

En un estudio se evalud la calidad, longevidad v la capacidad del espermatozoide
epididimario (EP) para unirse al tejido del oviducto (OE) después del enfriamiento v
la crioconservacion. Se evalud el eyaculado (EJ) y el espermatozoide (EP), de siete

toros antes, durante y después de la criopreservacion, se determiné la motilidad total

G
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(TM), motilidad progresiva (PM) entre otras variables, Después del enfriamiento, el
EP mostro una mayor TM. (P < 0.05) que EJ. Una reduccion de motilidad se produjo
en EJ después de enfriamiento, mientras que en el grupo EP esa reduccion ocurnio solo
después de la cnoconservacion. Llegando a la conclusion, que los EP son mas
resistentes a la refrigeracion que EJ, v puede unirse a OE de manera similar (Cunha e

al., 2016)

Martins er al. (2009), con el objetivo de evaluar el efecto del intervalo entre la muerte
del animal v la recuperacion de esperma en la congelacion y capacidad fertilizante de
los espermatozoides de los epididimos del toro, almacenados durante diferentes
periodos de tiempo. Se recolectaron testiculos de 25 toros en el matadero 2 h después
del sacrificio. En ¢l laboratorio los espermatozoides del epididimo, se recuperaron y
analizaron para evaluar la motthdad. Los emdidimos se almacenaron durante 24 h
(G24), 48 h (G48) v 72 h (G72) a 5 “C, Al final de cada periodo de tiempo, los
espermatozoides fueron recuperados y enopreservados en Tris - yema de huevo y
glicerol, Se tomaron muestras de esperma pre-congelacion y post-descongelacion.
Para evaluar la motilidad total v progresiva. Los resultados mostraron que después de
48 h de almacenamiento hubo una disminucion en la motihidad total. La motilidad
progresiva no se afectd por minguno de los periodos de almacenamiento. Por el
contrano, todos los parametros espermaticos, excepto la motilidad progresiva, se

redujeron después de la cnoconservacion.

En un estudio, para diluir semen de llamas v alpacas utilizaron dilutores basados en
Tris que parecen ser mejores. Uno de las mejoras en el uso de dilutores ha sido el
reemplazo de vema de huevo de gallina por yema de huevo de codorniz. La ventaja es

que los gldbulos de grasa son mas pequeios, ademas que la mezcla con el semen es
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mas rapida que con yema de huevo de gallina. El uso de vema de¢ huevo de codomiz

no representa daio alguno a los espermatozoides (Bravo y Alarcon, 2013).

En una investigacion para evaluar el comportamiento de dilutores Tris - vema v Citrato
- vema en ¢l congelamiento de semen de ovino v la integridad de la membrana
espermitica del semen congelado en pajillas. Se realizé el estudio, con seis cameros
de tres razas. El semen se colectd en vagina artificial, se diluyo con Tns - glucosa -
vema de huevo de codomiz (15%) (Tris) o Citrato - glucosa - yema de huevo de
codormz ( 20%) (Citrato), se almacend en pajillas de 0.5 mL, v s¢ congelo en nitrageno
liquido. El descongelamiento se realizd a 38 °C por 15 seg. En semen descongelado,
la monlidad individual progresiva fue de 62.0 v 56.8%, y Host de 498 £ 39y 413 +
3.8% para los dilutores Tris y Citrato, respectivamente. Se concluye que Tns presenta
un mejor rendimiento que Citrato para la congelacion del semen ovino v que la prueba
hipoosmdtica permitio evidenciar diferencias entre dilutores, cameros y momentos de

procesamiento (Cabrera e al, 2011).

2.2. BASES TEORICAS

2.2.1.Ganado bovino Criollo

En ¢l Peri existen 5.2 millones de cabezas de ganado bovino, siendo ¢l 27.9% (1.4
millones) ganado de raza y el 63.9% (3.3 millones) ganado Cnollo, el cual se encuentra
distribuido mayormente en la Sierra, en manos de pequefios vy medianos criadores con
una crianza de tipo mixto y en forma extensiva, y en menor grado forma semi-intensiva
(INEI, 2012). El bovine Criollo en el Pemi se origina del ganado vacuno introducido
por los espafioles a mitad del siglo XVI, habiéndose, mantenido puro con ciertas
caracteristicas segun ecosistemas donde se ha adaptado; v en otros casos, con
diferentes grados de cruzamiento con las razas Holstein y Brown Swiss. Los bovinos

8
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criollos juegan un rol importante en el ingreso familiar v la segundad alimentaria de
los campesinos de la Sierra peruana. Sin embargo, su baja productividad esta
produciendo su erosion genética, por cruzas mal planificadas con razas exoticas
(Aquino ef al , 2008). Se caracteriza por tener cualidades favorables para su desarrollo
en ¢l tropico. Tienen pelo corto y escaso, su coloracion varia desde amanllo al rojo y
negro pudiendo tener un poco de blanco en la parte inferior. Su piel es pigmentada
usualmente tiene arrugas en la zona del cucllo, cara v alrededor de los ojos. Tienen un
sistema 0seo delgado, v pezuiias resistentes y buena agilidad para andar, La seleccion
natural ocurrida durante afios, asi como cruces dirigidos por ganaderos hicieron que la
denominada raza Criolla se adaptara a las condiciones climaticas locales. Sin embargo,
a principio del siglo XX se notd una disminucion en la calidad genética de la ganaderia
v se sugino el uso de razas introducidas especializadas con mayor productividad

{ Bethancourt v Bolivar, 2013).

En el Peru ademas de empadrar las vacas criollas con razas como Holstein v Pardo
Swizo, también estan utilizando las vacas criollas como vientres de alquiler o hembras
receptoras de embniones Pardo Suizo (INIA, 2014). Es imporiante evitar la reduccion
de la poblacion de ganado Criollo en el Altiplano, hasta altitudes de 4000 m. A este
ganado también se les denomina chuscos, serranos ¥ Criollo de las sierras. Los
animales criollos en lugares elevados, tienen alto porcentaje de capas negras o

parcialmente negras (Primo, 1992).

2.2.2. El testiculo

Los testiculos son gencralmente de forma ovoide con el eje largo en general direccion
dorsoventral. El tamaiio de los testiculos varia con la edad, raza, v la genética del toro,

pero son generalmente 8 a 16 em de largo y 5 a 10 em de diametro (Fayrer-Hosken,

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



1997). Su peso se estima individualmente en 250 a 300 g v en conjunto unos 500 g, se
estima aproximadamente en un 0,09% del peso vivo del animal (Rutter, 2006). El
tamafio del testiculo del toro es extremadamente importante porque cuanto mas
grandes los testiculos, mayor es la produccion de espermatozoides (Fayrer-Hosken,

1997)

Los testiculos son dos drganos situados en el exterior de la cavidad abdominal, el
izquierdo un poco mas bajo, debajo del pene vy alojados en las bolsas eserotales o
escroto, el escroto tiene la funcion de mantener los testiculos a una temperatura
ligeramente inferior a la del cuerpo (5 °C por debajo de la temperatura central
corporal), puesto que las células germinales, generadoras de espermatozodes, son muy
sensibles a los cambios de temperatura v ligeros incrementos producen estenlidad

(Cordova, 2003),

Los testiculos estan cubiertos por dos capas de peritoneo. La capa mis externa es la
tinica vaginal. La capa mds intema es una cipsula fibroelastica gruesa, la timica
albuginea. Los septos de radiacion de la tinica albuginea, que terminan en el testiculo
del mediastino. Estas radiaciones forman lobulos que sostienen los tabulos
seminiferos. Los tubulos seminiferos forman el volumen de los testiculos, son de forma
de herradura ¥ ambos extremos tenninan en los conductos colectores del rete teshs,
Este luego transporta los espermatozoides a la cabeza del epdidimo. Los tubulos

seminiferos estan revestidos por células de Sertoli (Fayrer-Hosken, 1997).

Los testiculos son los drganos sexuales primanios que tienen como funciones
principales la produccion de espermatozoides (funcion exocrina) y la produccion de
hormonas esteroideas (funcidn endoerina). Ambas funciones se regulan por diferentes

controles (Galina y Valencia, 2008). La primera que se refiere a la gametogénesis
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regulada por el proceso de espermatogénesis. La segunda en los tubos seminiferos por
medio del proceso de la esteroidogenesis en las células de Leydig (Noakes er al.,

2001).

2.2.3.El epididimo

El emdidimo es un tubo complejo v tortuoso que conecta los conductos eferentes al
conducto deferente en el tracto reproductivo del macho (Robaire ef al , 2006; Dacheux
vt al., 2016), es una extension de la tinica albuginea; mide alrededor de 30 a 50 metros
de largo en el toro (Sisson, 2001). Esta constituido por una serosa, fibras musculares
v una membrana basal con un epitelio columnar seudoestratificado y ciliado. Es un
conducto largo y contorneado que esta constitundo de cabeza que es la porcion mas
ancha, a la cual llegan los conductos eferentes. Los espermatozoides comienzan a
madurar aqui (Hafez v Hafez, 2000). Anatémicamente ¢l epididimo consta de tres
partes bien definidas: cabeza, cuerpo v cola (Sisson, 1993; Chenoweth, 1997, Kénig y

Liebich, 2005).

El transporte de espermatozoides por el epididimo requiere de nueve a trece dias. La
maduracion de los espermatozoides ocurre durante el transito por el epididimo, la
motilidad aumenta a medida que aquellos entran en el cuerpo de este. El ambiente de
las células espermaticas en la cola del epididimo proporciona factores que favorecen
la capacidad fecundante, cuando se encuentran en esta region tiene mayor fecundidad
que los del cuerpo epididimario. La cola del epididimo es la estructura principal de
almacenamiento, contiene alrededor del 75% de células espermaticas (Hafez y Hafexz,

2000).

La cabeza del epididimo se encuentra alrededor del 36% de esperma y el cuerpo,
alrededor del 18%. La cola del epididimo tiene la capacidad de almacenar alrededor

11
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de 45 a 70% de los espermatozoides producida dianiamente, para permanecer alli hasta

que son evaculados (Camargo, 2006).

El epididimo tiene fundamentalmente dos funciones: la maduracion y el
almacenamiento espermatico. La maduracion, o desarrollo progresivo de la capacidad
fertilizante de los espermatozoides ocurre en la cabeza v el cuerpo del epididimo
(Albers v Barrios, 2006), la maduracion de espermatozoides epididimales es el paso
final de la diferenciacion espermatica postgonadal, donde los espermatozoides
adquieren madurez funcional se manifiesta por el desarrollo de la capacidad

fertilizante y motilidad (Juyena y Stelletta, 2012).

El almacenamiento efectivo de gametos masculinos, donde se preserva la viabilidad
de espermatozoides hasta 2 semanas en el caso de toro ocurre en la cola del epididimo;
después de la evaculacion, el esperma maduro suspendido en el liquido epididimanio
s¢ mezcela con las secreciones restantes de tracto reproductivo masculino, en ¢l caso
del toro pnnaipalmente liquido vesicular seminal, creando semen (Juvena v Stelletta,
2012). Con esta consideracion, es importante sefialar que se podrian obtener
espermatozoides viables provenientes de la cola del epididimo con movilidad v
capacidad fertilizante, poco iempo después de la muerte del animal, que podrian ser
procesados v congelados para su posterior uso en inseminacion artificial (Albers y

Barmos, 2006).

2.2.4. Criopreservaciin espermatica

La criobiologia se refiere a entender los efectos de las temperaturas bajas sobre los
sistemas celulares va que el tiempo biologico es una consecuencia de determinadas
reacciones bioquimicas y el frio prolonga el tiempo biologico puesto gue enlentece
estas reacciones, Sin embargo, este no es un proceso exento de problemas ya que puede
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inducir variaciones extremas en las propiedades quimicas, térmicas y eléctricas las
cuales pueden alterar las membranas celulares, los organelos v la delicada interaccion

celula-célula inherente en las células v tejidos a eriopreservar (Woods er al., 2004)

La cnopreservacion del semen es el método mas eficaz para el almacenamiento a largo
plazo de los gametos (Safranski ef af., 2011). La conservacion en mitrogeno liquido
tiene como objetivo fundamental prolongar la viabilidad de los gametos masculinos
de forma indefinida, ya que a temperatura ambiente o de refrigeracion los
espermatozoides degeneran con cienta rapidez, debidos principalmente al agotamiento
de las reservas energéticas. La inseminacion artificial con semen congelado ha
demostrado ser la tecnologia reproductiva que mas ha contribuido a acelerar el
progreso genético de las diferentes especies ganaderas, especialmente del ganado
vacuno de aptitud lactea; sin embargo, ¢l éxito de esta tecnologia depende de que ¢l
semen utilizado mantenga su poder fecundante tras su descongelacion. Para conseguir
dicho objetivo, en todo protocolo de congelacion seminal han de controlarse
ngurosamente los sucesivos pasos que constituyen el proceso de criopreservacion, v
de forma especial aguellos que influyen mas directamente sobre la estructura y funcion
de las membranas espermiticas, y sobre el metabolismo celular (Hammerstedt er al |

1990).

Al criopreservar v descongelar espermatozoides, es de importancia considerar las
variaciones que existen entre los espermatozoides del evaculado v los que son
extraidos del epdidimo, su morfologia v funcionalidad. Estas diferencias al momento
de la congelacion influyen en la estabilidad de la membrana frente al choque térmico
y sobre la presion osmética. Cuando se pretenden congelar y descongelar gametos de

un macho, es importante considerar las diferencias que existen entre los
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espermatozoides del evaculado v los que son extraidos del epididimo, tanto
morfolégico como funcional; tales diferencias, en ¢l momento de la congelacion,
pueden influir en la estabilidad de la membrana frente al choque térmico v a la presion
osmatica. Por lo tanto, los métodos empleados para criopreservar espermatozoides
eyvaculados no son convenientes para ser usados con los espermatozoides obtenidos
del epididimo, a menos que sean afadidos componentes similares a los encontrados

dentro del epididimo, en la solucion de congelamiento (Hewitt er ¢/, 2001).

2.2.5. Dilutores del semen

El diluyente ¢s una solucion acuosa ¢l cual incrementa ¢l volumen del evaculado,
preservando las caracteristicas de los espermatozoides v mantemiendo el mivel de
fertilidad funcionalidad adecuado (Gadea, 2003). Posibilitan ¢l analisis de los
espermatozoides acondicionados para la inseminacion (Cavestany, 1994). Los
diluyentes son amortiguadores usados para mantener la viabilidad del espermatozoide

in vitro y maximizar ¢l nimero de hembras inseminadas (Donoghue y Wishart, 2000).

Estos diluyentes empleados en la conservacion de espermatozoides, deben ser
isotonicos con el plasma seminal (320 mOsm/kg) cuando es utilizado en refrigeracion,
¢ hiperosmotico (400 mOsm/kg) en congelacion; debe poseer un pH proximo a 7 y
capacidad tampén con el fin de mantener el pH en la neutralidad, compensando la
produccidn de dcido lactico durante la congelacion, contener moléculas que protejan a
los espermatozoides frente al frio; poseer una fuente de energia siendo la glucosa v la
fructosa las mas unhzadas; estar libres de bactenas y contaminacion, para lo cual se

utilizan antibioticos en su composicion (Galarza, 2013).

Un diluyente debe reunir una serie de propiedades basicas relacionadas con su pH,
capacidad tampon, osmolaridad, y fuerza iémica. Ademas, debe aportar una fuente de
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energia, no debe deteriorarse durante el almacenamiento previo a su uso, debe proteger
a los espermatozoides durante el enfriamiento, congelacion v descongelacion, y

hnalmente, debe ser resistente al crecimiento bactenano (Muifio, 2008),

Funciones de un diluyente segiin Curbelo y Rodriguez (2013), se describen:

. Proveer nutnientes a los espermatozoides, como fuente de energia.

. Proteger los espermatozoides contra los efectos dafinos de un enfriado rapido.

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

N Mantener una presion osmatica y un balance electrolitico adecuado.

. Inhibir el crecimiento bacteriano.

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

INSemINAciones.

2.2.5.1.  Componentes de los dilutores

Rossi (2012) menciona que los componentes basicos de los diluyentes utilizados para
el congelamiento de semen son esencialmente los mismos que los que se utilizan para
almacenar semen en estado liquido, estos diluyentes utilizados para la conservacion de
semen en la mayoria de las especies domésticas, s¢ encuentran compuestos por las

siguientes sustancias:

. Agua bidestilada o ultrapura, como disolvente del resto de los componentes,

. Sustancias idnicas y no ionicas para mantener la osmolaridad y ¢l pH del
medio.

. Matenales orginicos como yema de huevo o leche. que cuentan con capacidad

de disminuir o evitar el efecto frente al shock de frio.

. Crioprotectores, siendo el més utilizado el glicerol.
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. Azicares simples como fuente energética, o di v insaciridos como
crioprotectores adicionales.

. Antibioticos para controlar el crecimiento bacteriano.

. Otros aditivos, que pueden ser opcionales, como enzimas, detergentes o
aminoacidos que pueden mejorar la fertilidad

Layek ef al. (2016) describen que los dilutores convencionalmentie para congelar
espermatozoide, incluyen: un crioprotector no permeable (leche o productos lacteos,
yema de huevo o derivados de yema de huevo, tales como lipoproteinas de baja
densidad o fosfolipidas); un cniopratector permable (mias comunmente es glicerol ). un
tampon organico (tipicamente Trishydroximetilaminometano), uno 0 mis azicares
como substrato energético u osmaotico (glucosa, fructosa, lactosa, rafinosa, sacarosa o
trehalosa), solutos para ajustar el pH v osmolandad (citrato de sodio, acido citnco), Y

antibidticos (pemcilina, estreptomicina).

2.2.5.2. Dilutor Tris

El tris (hidroximetil) aminometano se requiere principalmente para la preparacion de
tampones a un intervalo fsiologico de 7.3 a 7.5 Los tampones preparados son
compatibles con fluidos biolagicos. Es importante para los laboratonos como una
solucion de pH estandar. Tris se ha utilizado como una solucion tampon para el ensayo
de lactato deshidrogenasa, ¢l procedimiento de hibridacion in situ v la extraccion de

proteinas de las células (Sigma-Aldrich, 2017).

El dilutor Tris (Tns hidroximetil aminometano) es uno de los principales diluyentes
utilizados en la criopreservacion y refrigeracion de semen bovino, va que al combinar
dicha sustancia con yema de huevo y glicerol se favorece notablemente la preservacion

de los espermatozoides a distintas temperaturas, 5 a - 85 "C. En la actualidad, la
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mayoria de los diluyentes utilizados para la criopreservacion de material seminal

contienen Tris v dcido citrico como prnincipales sustancias tampdn (Rossi, 2012),

El Tris es un tampOn organico, tipicamente Trishydroximenlaminometano (Layek ¢
al., 2016). Es una sustancia organica, de aspecto cristalino, su peso molecular es de
121 14 g/L, que posee la particularidad de formar soluciones acuosas v sistemas
reguladores de la concentracion de iones de hidrogeno. Posee una constante de
disociacion basica, tal que una solucion de 50 mM de Tns corresponde a un pH de
10.4, el cual protege a los espermatozoides de cambios de pH, por este motivo para ser
utilizado en la cnopreservacion de semen requiere estar asociado con el acido citrnico

(Anduaga, 1980).

Propiedades del Tris: ensayo > 99 8%, impurezas < 0.005% insolubles < 2% de agua;
usado entre 7 a 9 pH; pKa (25 °C) 8.1, bp 219-220 °C/10 mmHg(ht.};, mp 167-
172 “C(hit), Trazas cationicas Fe. < 5 ppm metales pesados (as Pb). = 5 ppm.
Sinommo:  2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1 3-propanediol, THAM, Tns base,

Trometamol Férmula lineal NH2C(CH20H)3 (Sigma-Aldrich, 2017)

2.2.6.Uso de vema de huevo en la crioconservacion espermitica

La yema de huevo es utilizada en los medios de conservacion del semen, por el efecto
protector que ejercen las lipoproteinas de baja densidad vy la  lecitina
fundamentalmente, contra ¢l shock provocado durante el enfriamiento (periodo de
equilibrio) previo al proceso de congelacion. Tanto las lipoproteinas de baja densidad
como la lecitina, realizan 1gual accion protectora para los espermatozoides durante el
shock térmico severo, aunque las hipoproteinas son superiores durante ¢l enfnamiento

y almacenaje en frio (Martinez er al, 2011),
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La vema de huevo es un ingrediente cominmente utlizado para proteger a los
espermatozoides contra el choque térmico por frio, ademas la fraccion lipidica de la
vema de huevo (lecitina v cefalina) tiene una accion protectora, v la fraccion
lipoproteica, un efecto conservador (Daza, 1994), ya que preserva la motilidad e
integridad de las membranas del acrosoma y mitocondnas del espermatozoide ademas
es un buffer osmatico, se ha notado que la vema de huevo protege durante la
congelacion, ya que se adhiere a la membrana y la recubre, esta facultad de proteccion

se adjudica a la gran densidad de la fraccion de lipoproteinas (Carpio, 2015).

2.2.6.1. Yema de huevo de gallina

El huevo de gallina nene 57% de clara, 32% de vema y 12% de cascara (Mendiola,

2002).

Cuadro L. Composicion quimica del huevo de la gallina

Componente Componente

Agua, g 74,00 Hierro, mg 2.10
Energia, Kilocalorias 158.00  Fosforo, ng 180.00
Proteinas, g 12,10  Zinc, mg |44
Hidratos de carbono, g 1.20 Vitamina B1 (Tiaming), mg 0.09
Acidos grasos saturados, g 335  Niacina (Acido nicotinico), mg 0.10
Acidos grasos monoinsaturados, g~ 4.08  Acido folico, pug 65.00
Acidos grasos poliinsaturados, g 1.24  Vitamina B12 (Cianocobalamina), ug 66 00
Colesterol, mg 54800  Vitamina B6 (Pindoxina), mg 0.12
Fibra dietética, g 0.00  Vitamina C (Acido ascorbico), mg 0.00

) Vitamina A (equivalentes de Retinol),
Calcio, mg 56.00 227.00
He
Magnesio, mg 1200 Vitamma D3, ug 1.80

Taller (2008).
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2.2.6.2. Huevo de codorniz

La estructura del huevo de codomiz es la siguiente: yema (42.3%), clara (46,1%),
membranas (1.4%), v cascara (10.2%). En la yema se encuentran las principales
vitaminas, lipidos y minerales del huevo vy por ello es la parte nutncionalmente mas
valiosa. Su contenido en agua es de aproximadamente el 50%. El huevo de codomiz
tiene una concentracion mayor (7 < 0.05) de proteinas, extracto etéreo v calcio en los
huevos de codormiz que en los de gallina, de la misma manera la concentracidn de
dcidos grasos omega 3 del tipo acido eicosapentacnoico en los huevos de codomiz es

tres veces mavor que en los huevos de gallina (Mendiola, 2002).

Cundro 2. Composicion proximal de huevos de codomiz (g/100 g de porcion

comestble)
Detalle
Clara Yema Huevo entero
Humedad 86=14 5174 694940
Proteina (N x 6.68) 11.63+26 1563 +£19 1363 =21
Lipidos n.d. 3361 £22 1259+£22
Colesterol 1.13£02

Gonzalez (2011).

Minerales: La composicion mineral del huevo de codomiz esta representado por
calcio (0.08%), fosforo (0.22%), cloro (0.13%), potasio (0.14%), sodio (0.13%),
azufre (0.19%), hierro (0.031%), manganeso (0.33%), cobre (1.86%), yodo (0.09%),

y magnesio (0.04%) [Mendiola, 2002],

Acidos grasos: Un total de seis acidos grasos fueron identificados en el buevo de
codormz los cuales son: miristico, palmitico, palmitoleico, estedrico, oleico y

linoleico. El 4cido oleico 18:1 resulto ser el mas abundante, correspondiendo a un
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44.68 = ).88% del total de acidos grasos, el acido miristico, 14:0 se encontro en menor
porcentaje v dentro de los acidos grasos polimmsaturados, el acido linoleico, 18:2 fue el

que s¢ encontrd en mayor proporcion.

2.2.6.3. Comparacién de la composicién de huevos de gallina y codorniz

Se observo que las composiciones brutas de vema de huevo de gallina v yema de
codormz eran muy sumilares, Por lo tanto, la proporcion de lipidos a proteinas v de
tnghcéndos a fosfolipidos fueron cercanas. Sin embargo. hubo diferencias
significativas de detalle; la particion de los fosfolipidos fue diferente entre la yema de
huevo de gallina v la yema de huevo de codormiz; yema de huevo de codomiz contenia
mas fosfatidilcolina y menos fofatidiletanolamina que la yema de huevo de gallina. La
proporcion fosfatidilcolina / fofatidiletanolamina de la yema de huevo de codomiz fue
aproximadamente el doble que la de la vema de huevo de gallina. Los lipidos totales
de vema de huevo de codorniz se componen principalmente de acidos grasos
monoeinsaturados (MUFA) de 51.6%, acidos grasos saturados (SFA) de 34 0 v 14.4%
de acidos grasos poliinsaturados (PUFA). Los acidos grasos principales fueron dcido
oleico (18: 1), acido palmitico (16: 0) y dcido linoleico (18: 2 n-6). Los lipidos totales
de yema de codomiz contienen significativamente mas MUFA y menos PUFA que la
yvema de huevo de gallina, mientras que las proporciones de SFA eran similares en
ambas vemas de huevo. Por ejemplo, los lipidos totales de yema de codomiz contenian
entre 1.5 y 2 veces menos acido linoleico, deido araquidonico (200 4 n-6) v acido
docosahexaenoico (22: 6 n-3) y mas acido oleico v acido palmitoleico 16: 1) que la

yema de huevo total (Trimeche ¢t af , 1997).
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Cuadro 3. Composicion de los dcidos grasos del total de lipidos de la yema de huevo

de gallina y codormiz.

Acido graso

Porcentaje total de acidos grasos

Miristico (14:0)
Palmitico (16:0)
Palmitoletco (16:1)
Estearico (18:0)
Oleico (18:1)

Lmoleico (18:2)

Codormiz
075011
28.04 +£0.26
591 +£055
871049
44 68 =0 88
11.91 =1.34

Gallina
0.36 £ 007
27404 1.19
400 +049
9.05+1.38
43.01 +1.80
15.62 + 0,86

Gonzalez (2011).

Cuadro 4. Composicion general de la yema de huevo de gallina v de codormiz (g / 100

g de vema fresca).

Yema de huevo de

Yema de huevo de

gallina codormz

{n=12) (n=8)
Proteinas 158204 142+08
Lipidos 320+£04 31.7+£0.7
Tnglicéndos 21903 21.5+02
Fosfolipidos 88+03 91+£02
Colesterol 13 0.1 1.1+£0.1
Lipidos/proteinas 20+0.1 22x01
Trghcéndos/Fosfolipidos 2501 24+0.)

Trimeche er al. (1997).
21
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Cuadro 5. Reparticion de fosfolipidos de yema de huevo de gallina v de codormz (%

de fosfolipidos totales).

Yema de huevo Yema de huevo de

de gallina codorniz

(n=12) in=28)
Cardiclipina 03+0.0 03+0.1
Fosfatidiletanolamina 217404 13.7+ 0.6*
Fosfatidilinositol 0.7+0.1 03+00*
Fosfatidilserina 0901 0.7+00
Fosfatudilcolina 76.1 £+ 04 845+05*
Esfingomielina 0.5=0.1 0.6+0.0
Fosfaudilcolina/Fosfatidiletanolamina 35+01 62+03"

* En la misma fila, las medias difieren significativamente (P = 0.05).
Trimeche ef af (1997),

2.2.7. Fisiologia de la membrana plasmatica del espermatozoide

La configuracion bilaminar de las cadenas de dcidos grasos de los fosfolipidos, junto
con las proteinas integrales y periféricas, conforman una barrera hidrofébica dificil de
atravesar. Los fosfolipidos de la membrana se pueden mover lateralmente en la
membrana, por lo que se dice que 1a membrana ¢s un mosaico flmdo. La fluidez de la
membrana puede alterarse por vanos factores entre ellos temperatura. Al bajar esta se
produce un reacomodo de las cadenas de fosfolipidos en forma de paquetes, ya sea en
forma bilaminar o hexagonal, formandose con esto regiones cnstalinas. Sin embargo,
hay regiones en las que todavia existen liquidos, y aquellas proteinas que fueron
separadas del bloque cristalino se reagrupan, de forma que se construyen brechas de

comunicacion en la membrana (Beall, 1983; Parks v Graham, 1992),

Dependiendo del ritmo de enfriamiento, los eventos que suceden son distintos. Cuando

el ritmo de congelamiento es ripido (reduccion de temperatura mayor a 10 — 20

twd
e

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



*C/min} al agua intracelular no le da iempo de salir, por lo que se forman cristales
que, al aumentar ¢! ritmo de congelamiento, se hacen cada vez mis pequeios, hasta
hacerse imperceptibles aun con el microscopio electronico. Esto es saludable para la
célula mientras permanezca en ese estado. No obstante, esos microcnstales son
termodinamicamente inestables, por lo que. al ser descongelados, tienden a agruparse
(cristalizacion) v formar cristales mas grandes. Que, si son letales para la célula, por
lo que la solucion es un ntmo de descongelamiento rapido. No se conoce bien la forma
comeo ¢l proceso de recristalizacion dafa a la célula. Se cree que no ¢s fisico ¢l daio,
es mas, se piensa que directamente es inocuo, pero que genera cambios letales en el

sistema celular, los que son de caracter letal (Mazur, 1984)

Hay ewidencias que indican que cuando aproximadamente el 90% de agua es
removida. El 10% restante no es capaz de congelarse a ninguna temperatura, pero ante
esta situacion, la proporcion de hielo extracelular es tan grande que le causa dafio a la

membrana por su lado externo (Mazur, 1984).

2.2.8. Evaluacion del semen

La evaluacion espermitica ¢s valorada subjetivamente, por medio de la observacion
de una muestra de semen a través de un microscopio. Este método es el mias simple,
rapido v barato de evaluar la motilidad, pero tiene el inconveniente de ser altamente

subjetivo (Muifio ¢f al., 2007).

Después de su obtencion, para evaluar las caracteristicas macroscopicas generalmente
se coloca en baito Mariaa 30 a 32 °C y se examina ¢l volumen, color v aspecto (Galina
y Valencia, 2008). El semen debe tener aspecto opaco y relativamente uniforme,
indicativo de alta concentracidn de células espermaticas. Las muestras translucidas
contienen pocos espermatozoides, la muestra debe estar libre de comtamimantes. Los
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animales jovenes y los de menor talla pueden producir menores volumenes de semen.
La elevada frecuencia de eyaculado reduce los miveles de concentracion (Hafez y

Hafez, 2000),

Se debe hacer un andhsis microscopico inicial de la muestra sin diluir para estimar el
nimero de espermatozoides por campo y decidir sobre la dilucion a utilizar para la
determinacion de los pardmetros microscopicos. Se utihza un volumen de semen de
10 puL entre lamina y laminilla, a una magmificacion de 100X (lente objetivo de 10X y
ocular de 10X), que permita la visualizacion de filamentos de moco v la aglutinacion
de los espermatozoides. Luego se debe pasar a una magnificacion de 400X, como se
describe en la tabla 3; por ejemplo, si a una magmtud de 400X se observan entre 40 y
200 espermatozoides por campo, para el recuento se debe diluir la muestra 1:20 (1
parte de semen mas 19 partes del diluyente para recuento). La temperatura para evaluar
la motilidad v progresion de los espermatozoides idealmente debe ser de 37 °C; sin
embargo, se puede hacer entre 20 v 24 °C siempre y cuando sea constante, ya que la

temperatura afecta la motilidad de los espermatozoides (Baker, 2007),

2.28.1. Concentracién espermatica

La concentraciéon o nimero de espermatozoides son una vanable contundente en
relacion con la fertihdad (Rodriguez-Martinez, 2013). El método inicial utihzado en
la mayoria de los centros es estimar la concentracion de espermatozoides por un
recuento  mediante la técnica hemocitométnca o por una  delerminacion
espectrofotométrica de la turbidez de una dilucion medido de una muestra de semen

(Viyavaeral,, 2013),
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2.2.8.2.  Motilidad espermatica

La mouhdad espermatica es lstoncamente, la prueba mas comian de la cahdad del
esperma, principalmente debido a la facilidad de evaluacion bajo una variedad de
condiciones. Biologicamente, la capacidad de un espermatozoide para ser movil es
ciertamente necesario para la fertilidad, pero el tipo v motilidad puede verse afectada
por las condiciones (por ejemplo, cambios calientes, frios, osmoticos) que se determina
la prueba. Por lo tanto, la prueba de motilidad espermatica debe llevarse a cabo bajo
condiciones bien controladas, de modo que los resultados reflejen la calidad mherente

del esperma del semental probado v no influencias iatrogenicas (Love, 2016).

La motilidad es uno de los muchos requisitos que ha de reunir un espermatozoide para
ser capaz de fecundar un ovocito, sin embargo, ha sido v todavia es ¢l parametro mas
utilizado para valorar la calidad de un eyaculado o de una dosis de semen refrigerado
o congelado, para la migracion espermatica a traveés del tracto genital de la hembra
ocurra normalimente, y sobre todo para ¢l establecimiento de un reservono espermatico
en el oviducto, los espermatozoides han tener movimiento activo, pero ademas, la
motilidad es también una manifestacion de integndad estructural v de competencia

funcional del espermatozoide (Muifio e al., 2006). La motilidad puede ser:

a) Motilidad o movimiento en masa

Normalmente la motilidad masal s¢ valora de forma subjetiva en una escalade 0 a 35,
con una puntuacion de 5 cuando se observan oleadas o remolinos con movimiento
rapido y vigoroso, y de 0 cuando no se observa movimiento en ondas. Tras la dilucion
del eyaculado fresco, o tras la descongelacion de dosis de semen congelado, se estima
el porcentaje de espermatozoides individuales que estan en movimienio v el tipo de
movimiento que realizan progresivos o no progresivos (Muifio, 2008),
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h) Motilidad individual progresiva

La motilidad progresiva es un indicativo de que los espermatozoides son viables, por
ende, es una de las principales prucbas que se realizan en las diferentes especies

(Squires er al_, 2004, Flores, 2005),

La metodologia para la observacion de la motilidad individual en el microscopio es
utilizando aumento de 40X y se debe diluir una gota de semen en citrato de sodio al
2. 9%, el cual debe estar a la temperatura de 37 “C para evitar ¢l choque térmico que
immovilizarian a los espermatozoides y/o causaria su muerte, luego se coloca una gota
del semen diluido en un portaobjetos precalentado v se pone un cubreobjetos, luego se
observa el movimiento del espermatozoide (Hemandez, 2012). El movimiento normal
del espermatozoide es el que realiza en forma progresiva v en linea recta,
encontrandose correlacion entre el movimiento rectilineo v la fertilidad (Rigau er @l

2001, Rodriguez-Martinez, 2007),

2.28.3.  Morfologia

El andlisis morfologico de los espermatozoides es uno de los principales componentes
de la evaluacion de las caracteristicas de una muestra seminal. La valoracion de la
morfologia del espermatozonde se basa en la relacion directa que haya entre la
proporcion de espennatozoides anormales en ¢l eyaculado, ¢l tipo de defecto

morfologico v su relacion con la fertilidad i vivo de los toros (Hidalgo ef al.. 2002).

L.a morfologia esta estrechamente relacionada con la motilidad espermatica en forma
mas directa, y se mide en porcentaje de espermatozoides con defectos de morfologia.

Se necesita, al menos, un buen porcentaje de espermatozoides moviles v de ellos se
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espera que entre 70 a 80% posea morfologia normal. Esto quiere decir, que como

maximo se acepta 20 a 30% de aupias (Agiiero, 2012),

2.2.84. Vitalidad

Esta caracteristica mide el mimero de espermatozoides vivos y se expresa como el
poreentaje de células muertas, una vez daiado, los espermatozoides no son capaces de
valver a sellar ¢l plasmalema comprometida, v por lo tanto, no puede mantener ¢csas
concentraciones de iones v co-faclores esenciales para la supervivencia de los
espermatozoides, el desarrollo de la teenologia utilizando tincion fluordforos de acidos
nucleicos, enzimas intracitoplasmaticas, o potencial de membrana ha proporcionado
nuevas herramientas para la evaluacion de la funcionalidad de los espermatozoides

(Januskauskas v Zilinskas, 2002),

Para medir la vitalidad de una muestra de semen, se utilizan colorantes vitales, tales
como ¢l colorante eosing - nigrosing, con ¢l cual los espermatozoides muertos seran
tefiidos de color rojo o en rosa, mientras que los vivos quedan sin tefir, esto debido a
que ¢l colorante, cuando existe dafio a mvel de la membrana celular, como en la ¢élula
cspermatica muerta, es capaz de atravesarla v colorearla; aquellos espermatozoides
que se observan en la lamina sin tefiirse, son aquellos espermatozoides que poseen una

membrana celular intacta y no permeable al paso del colorante {Agiiero, 2012).

2.2.85. Integridad de la membrana plasmatica del espermatozoide

La membrana espermatica es una estructura heterogénea y dindmica que presenta
cinco domimos diferentes: acrosoma, segmento ecuatorial, region post-acrosomal,
pieza intermedia v cola, ademas; participa en el reconocimiento y transporte de

moléculas, con funciones especificas que permiten que el espermatozoide adapte su
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metabolismo al medio circundante, proporcionandole un sistema molecular para el

reconocimiento del oocito (Hammerstedt er al., 1990).

Durante el proceso de criopreservacion s¢ produce una disminucion aproximada del
50% en la viabhdad espermatica, debido principalmente al efecto de la temperatura v
la presion osmatica, ocumendo cambios en la orgamzacion morfologica de las células,
tales como la permeabilidad, composicion lipidica de las membranas espermaticas y

en ¢l liquido intracelular (Thomas ¢r al_, 1998).

La mtegndad de la membrana espermatica es fundamental para el metabolismo
espermatico ¢ imprescindible en varios eventos involucrados en la fecundacion, como
lo son la capacitacion, la reaccion acrosomica y la fusion con el coctto (Madrid-Bury,
2004; Rota ef al, 2000, Watson, 2000), lo cual, garantiza la fertihidad del macho

reproductor.

2.3. MARCO CONCEPTUAL

2.3.1. Semen

Conjunto de espermatozoides v sustancias fluidas que se producen en el aparato genital

masculino de los animales y de la especie humana (RAE, 2017).

El semen es ¢l evaculado que estd compucsto de espermatozoides v plasma seminal,
los testiculos proveen los componentes celulares (espermatozoides) v las glandulas
accesorias proveen la mayor parte de la porcion liquida (plasma seminal) |Gamer y

Hafez, 2000].
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2.3.2. Espermatozoide

Gametos masculinos que se forman en los tabulos seminiferos de los testiculos, son

celulas alargadas consistentes, con cabeza aplanada portadora de nicleo y una cola que

¢s ¢l aparato necesario para la motilidad celular (Knobit er al., (1998),

Los espermatozoides (gametos masculinos) forman parte de la suspension celular
liquida llamada semen, Los espermatozoides se forman en los tubulos seminiferos de
los testiculos, En dichos tibulos se encuentran las células germinales que finalmente
se convertirdn en los gametos masculinos, Los espermatozoides maduros se dividen
segun su estructura anatomica en cabeza (conteniendo el nicleo) v cola (permite su
maotilidad). Contiene un acrosoma, estructura de doble pared, que es una estructura
ubicada entre la membrana plasmatica (que recubre al espermatozode) y la porcion
anterior de la cabeza. Un cuello une la cabeza con la cola (flagelo), la cual a su vez se

subdivide en los segmentos medio, principal v caudal (Curbelo y Rodriguez, 2013).
Gameto masculino, destinado a la fecundacién del dvulo (RAE, 2017).
2.3.3. Espermatozoide epididimario

El epididimo tiene fundamentalmente dos funciones: la maduracion y el
almacenamiento espermatico. La maduracion, o desarrollo progresivo de la capacidad
fertilizante de los espermatozoides ocurre en la cabeza vy el cuerpo del epididimo y el
almacenamiento ocurre en la cola del epididimo, con esta consideracion, es importante
sefialar que se podrian obtener espermatozoides viables provenientes de la cola del
epididimo con movilidad y capacidad fertilizante, poco tiempo después de la muerte
del animal, que podrian ser procesados y congelados para su postenior uso en

mseminacion artificial (Albers y Barmos, 2006)
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2.3.4. Dilutor

Solucién acuosa que permite aumentar el volumen del eyaculado hasta conseguir las
dosis necesarias, preservar las caracteristicas funcionales de las células espermaticas y

mantener el nivel de fertilidad adecuado (Gadea, 2003).

Por diluyente entendemos la solucion acuosa que permite aumentar ¢l volumen del
evaculado hasta conseguir las dosis necesarias y preservar las caracteristicas
funcionales de las células espermiticas y mantener el mvel de fertilidad adecuado

(Gadea, 2003)
2.3.5. Criopreservacion

La criopreservacion es el proceso por el cual células o tejidos son congelados a bajas
temperaturas, generalmente a la temperatura de ebullicion del nitrogeno liquido (-
196°C), para disminuir las funciones vitales de una célula u organismo y poder
mantenerlo en condiciones de vida suspendida por mucho tiempo (Belascoain ef al.,

2010).
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1. MATERIAL Y METODOS

3.1. Localizacidn

El estudio se realizé en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la Universidad
Nacional Micaela Bastidas de Apurimac, ubicado en Patibamba Baja del disinto v
provincia de Abancay del departamento de Apurimac, Perl. Localizado a 137 38" 30"
Latitud Sur y 72° 53° 16™ Longitud Oeste, v estd a 2320 m de altitud (Google Earth,

2017).
3.2. Material biolégico

Se utilizaron al azar 30 testiculos de toros cnollos inmediato a postmortem mayores
de 3 afios de edad (aproximados por la visualizacion de los dientes incisivos = 6),
beneficiados en ¢l Camal Municipal de Abancay. Los epididimos fueron extraidos
mediante separacion del cordon espermatico, tinica vaginal y tinica albuginea. Luego

s¢ colocd en bolsas plsticas estériles, en una caja con tapa de poliestireno y se
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transportd hasta el Laboratorio de Reproduccion Animal, a una temperatura entre 20 a

25 °C alrededor de 60 min

3.3. Disefio experimental

Se formaron tres grupos de tratamiento (T) de dilutores de espermatozoides, T1: Tris

~ yvema de huevo de codormiz al 15% (n = 10); T2: Tris — yvema de huevo de codomiz

al 20% (n = 10), T3: Tns — vema de huevo de gallina al 20% (n = 10). Las muestras

de los espermatozoides epididimanos, se evaluaron antes y después de la congelacion

3.4. Coleccion de espermatozoides

Los espermatozoides epididimarios se colectaron mediante la técnica de lavado por

flujo retrogrado, que consiste en los siguientes procesos:

Para la recuperacion de los espermatozoides, de cada testiculo se disecciond la
cola del epididimo vy el conducto deferente; se retiro la tamica vaginal y los
Vasos sanguineos.

Se localizd la zona media de la cola del epididimo, se realizb un corte
transversal anterior al comienzo de la disminucién del diametro epididimal,
para obtener los espermatozoides

Se introdujo una aguja de 21 G con punta “roma’” unida a una jennga de 5 mL,
se coloco el dilutor Tris - yema de huevo segiin los tratamientos, en el lumen
del conducto deferente y se perfundié lentamente. Las paredes del conducto
deferente se sujetaron con pinza "mosquito” contra la aguja para evitar la
pérdida del dilutor, Luego, se obtuvo lentamente el liquido espermatico

epididimario por el extremo seccionado de la cola del epididimo, hacia el tubo
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3.5

350

a)

b)

¢)

conico de 15 mL, seguidamente se colocod a baito Maria a 37 °C, de alli se

evalud las caracteristicas espermaticas descritas como vanables de respuesta

Evaluaciin espermitica

Motilidad espermatica

Motilidad masal: Se coloco 5 pl de espermatozoides colectados del
epididimo sobre la lamina portaobjeto atemperado a 37 °C y se observo con
microscopio optico a 10X, se le dio la valoracion subjetiva de 0 a 5 grados
considerando 0 cuando hay ausencia de movimiento v 5 cuando existe ondas

con movimiento muy rapido y vigoroso.

Motilidad total: Para la evaluacidn de la motilidad total de espermatozoides
colectados del epididimo, se mezelo 5 pl. de espermatozoide con 10 plL de
cloruro de sodio a 0.9% a 37 °C en tubos eppendorf de 2 mL, de alli se aspird
5 uL v se coloco sobre la lamina portaohjeto que se encuentra sobre una platina
atemperada a 37 °C. Para el conteo de los espermatozoides se utilizo una
camara filmadora, se graboé varios campos microscopicos y luego se realizo ¢l
conteo en los videos. La motilidad total, fue considerada el total de
espermatozoides motiles expresada en porcentaje, se contabilizo 200 células

espermaticas en diferentes campos microscopicos.

Motilidad rectilinea progresiva: Se siguio el mismo procediniento descrito
para la motilidad total de espermatozoides. Se refiere a la movilidad
espermitica con movimientos rectilineos con una tendencia recta que atraviesa

el campo microscopico. Fue expresada en porcentaje.

A3
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3.5.2. Vitalidad espermitica

La vitalidad espermatica fue evaluada utilizando la solucion de eosina/migrosina. Se
coloco una alicuota de 5 pl. de solucion v la misma cantidad espermitica sobre una
lamina portaobjeto atemperada a 37 °C, se mezelo y se realizo el frotis, luego de dejé
secar al ambiente. Se contd 200 células espermaticas en microscopio optico a 100X,
se considerd espermatozoides muertos aquellos coloreados y fue expresado en

porcentaje.

3.6. Preparacion de dilutores y dilucidén

Los componentes solidos del dilutor segin Cuadro 5, se peso en una balanza analitica,
se prepard en tubos conicos de 45 mL 12 h antes de su uso. S¢ formo dos fracciones
Ay B, la fraccion A contenia el dilutor base mas espermatozoides, mientras la fraccion
B contenia el dilutor mas glicerol al 5%. La dilucion fue 4 - | (4 partes de dilutor y |

parte de espermatozoides) unidas a una misma temperatura.

Se utilizd vema de huevo de codorniz y de gallina puesta del dia. Se separo la vema de

la clara del huevo sobre papel toalla, se colocd en tubos conicos de plastico de 15 mL.
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Cuadro 6. Composicion del dilwor Tris — yema de huevo de codomiz (TYHC) o de
gallina (TYHG).

Tl T2 T3
TYHC 15% TYHC20% TYHG 20%

Tns (g) 3.630 3.630 3.630
Acido citrico (g) 1.990 1.990 1.990
Glucosa (g) 0.500 f1.500 0.500
Yema de huevo (mL) * 15 20 20
Glicerol (mL)** 5 5 5
Penicilina (UT) 10000 10040 10000
Agua bidestilada csp (mL) 100 |00 100

* De gallina o codormiz
** Usado para la fraccion B del dilutor

3.7. Enfriamiento de espermatozoides

Se realizo durante 2 h hasta llegar a 15 °C, luego se colocd a refrigeracion a 4.5 °C por

2 h hasta su equilibramento. Luego se umid las dos fracciones.
3.8. Empajillado

Se utilizd pajuelas de 0.25 mL, previamente rotuladas y enfriadas, el llenado de las
pajuelas fue por absorcion manual, se sello con aleohol polivinilico en su extremo

libre, este procedimiento se realizo alrededor de 5 °C dentro de la refrigeradora.
3.9. Congelacion

Se utilizo una caja de poliestireno con contenido de nitrogeno liquido hasta un nivel
de 4 cm. Las pajuelas se colocaron sobre una parrilla de congelamiento a 4 cm del
nivel de mtrogeno ligmdo, por espacio de |5 min. Luego se sumergio las pajuelas al

nitrogeno liquido para su congelacion
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Las pajuelas fueron colocadas en globets, luego en canes y canastas. Se almacent en

tanque cniogénico a -196 *C hasta su evaluacion posterior,
3.10. Descongelacion

El descongelamiento se realizd después de 3 dias de congelado los espermatozoides,
se wtilizd un termo de descongelacion a 37 °C por | mun, luego se evalud los

espermatozoides descongelados.
3.11. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizo el programa SAS v 9 4, Las vanables de respuesta
al principto se comprobaron la normalidad y homogeneidad de varianzas mediante la
prucba Shapiro-Wilk a través del procedimiento UNIVARIATE, luego se utilizo el
procedimiento GLM (modelo lineal general) para datos desbalanceados y se realizo el
andlisis de vananza bajo el disefio completamente al azar, determinando la

significancia (P < 0.05) entre grupos, cuyo modelo fue:

Yij = p + Ti+ eij

Donde:

Yii = Representa la variable de respuesta (motilidad masal, motilidad total,
motilidad rectilinea progresiva, vitalidad)

W = Es la media general

Ti = Es el efecto del tratamiento (Tris - yema de huevo de codomiz 15, 20%;
Tris - yema de huevo de gallina 20%)

Ei) = Es el error experimental
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Motilidad masal

Los resultados se muestran en ¢l Cuadro 7. Los tratamientos dilutor Tris - yema de
huevo de codorniz al 15 y 20%, Tris — yema de huevo de gallina al 20% no afectan
(P = 0.05) la motiidad masal de los espermatozoides frescos v congelados. La
motilidad masal es diferente (P < 0.05) entre espermatozoides epididimarios frescos v
congelados (media + desviacion estandar; 4.0 £ 0,59 vs 2.1 £ 0.59), Entre las vanables
de estudio tipo de dilutores y espermatozoides frescos y congelados no hubo

interaccion (7 > 0.05), Figura 1.
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Cuadro 7. Motihdad masal (media + desviacion estdndar) de espermatozoides
epididimarios de toros criollos colectados a postmortem con dilutor Tnis - yema de
huevo de codomiz y gallina en criopreservacion.

Yema de huevo n Espermatozoides
Frescos Congelados
Codorniz 15 % 10 43 £+ 051 a 21+ 055b
Codorniz 20 % 10 38 £ 080a 21+ 0740
b
Gallina 20 % 10 39 + 0478 22 + 048

Letras de superindice distintas dentro de la misma fila, expresan diferencias (/7 < 0.05)

Motilidad masal (grados)
o

TYMC 15% TYHC 20% TYHG 20N

Congelacion: -— e —a— pol

Figura 1. Motilidad masal de espermatozoides epididimarios de toros cnollos
colectados a postmortem, utilizando dilutor Tris - yema de huevo de codormiz al 15 y
20% (TYHC), Tns - yema de huevo de gallina al 20% (TYHG) antes y después de la
congelacion
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Entre los dilutores Tns - yema de huevo del codorniz al 15 o 20%, vema de huevo de
gallina al 20%, tienen efectos similares sobre la motilidad masal de espermatozoides
epididimanos. El movimiento de los espermatozoides es un mdicador de la posibilidad
de fertilhidad, ambas vemas de huevo preservaron la motilidad espermitica. Trimeche
etal. (1997) demostraron que la yema de huevo, ya sea de gallina o de codomiz, mejora
significativamente la supervivencia de los espermatozoides criopreservados de burros
Poitou. La cantidad de sus componentes de la vema de huevo de codomniz al 15% seria
suficiente para preservar la motilidad espermatica, como lo hace la yema de huevo de
gallina al 20% con el dilutor Tris. La composicion quimica y lipidica de la yema de

huevo codomiz y de gallina son similares (Anton v Gandemer, 1995),

Respecto a la motilidad masal entre espermatozoides frescos v congelados, los
resultados de esta investigacion son similares a los reportes de Ribeiro-Peres ef al.
(2014) que obtuvieron 35 £ 0.5 para espermatozoides frescos, 2.1 = 0.8 para
congelados por método convencional, y 2.0 = 0.6 por método antomatizado; Luzon
(2015) encontrd 86% de motilidad masal para espermatozoides cpididimarios
colectados 2 h postmortem, Barbosa ef af. (2012) reportaron en espermatozoides en
fresco 3.6 + 0.7, descongelados 1.3 = 0.5; Martins & al. (2009) encontraron antes de
la congelacion 3.2 = 0.5, después de la congelacion 2.6 £ 0.5 para los espermatozoides
provementes de epdidimos refnigerados a 5 "C.  Las muestras de espermatozoides
frescos presentaron resultados supenores en las motilidades v otros parametros cuando
comparados a los métedos de congelacion convencional vy automatizado (Ribeiro-

Peres et al . 2014).

En la evaluacion de la motilidad masal, entre espermatozoides epididimanos antes y

después de la congelacion, hubo diferencia, posiblemente por ¢l aumento del dafo

3
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celular debido a los fendmenos fisicos y quimicos que se producen durante la
congelacion del espermatozode. Sobre las causas que producen el dafio espermatico
por el proceso de la congelacion — descongelacion, existen vanas hipdtesis como shock
por frio, estrés osmotico, formacion de cristales de hielo v dafo oxidative (Watson,

2000,

4.2. Motilidad total

La motilidad total de los espermatozoides antes v despues de la congelacion son
similares (> 0.03) al usar los dilutores Tris - yema de huevo de codormiz al 15 y 20%,
Tris — vema de huevo de gallina al 20%. Los espermatozoides epididimarios frescos
henen mayor (7 < 0.05) motilidad que los frescos (82,5 = 8.78 vs 38.9 + 9.66%), En
la Figura 2, entre factor de concentraciones de yema de huevo de codormiz 15 y 20%,
gallina 20%, vy el factor espermatozoides frescos v congelados no hubo interaccion
(P >0.05).

Cuadro 8. Porcentaje de motilidad total (media =+ deswiacion estandar) de

espermatozoides epididimarios de toros criollos colectados a postmortem con dilutor
Tns = vema de huevo de codomiz v gallina en cnopreservacion

Yema de huevo B :1 . —T@“u—l_?f'"‘_“_“@;niﬂé _
Codorniz 15 % 10 B43 + 727 a 359 + 9.77b
Codorniz 20 % 10 81.0 + 987 a 37.7T + 1283 b
Gallina 20 % 10 823 4+ 8.21a 430 + 6.28Db

Letras distintas dentro de la misma fila, expresan diferencias (/' < 0.05)
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EL

Motilidad total

TYHC 15% TYHC 20% TVHG 20%

Congelacion: — pre — pos

Figura 2. Moulidad total de espermatozoides epididimanos de toros criollos
colectados a postmortem, utilizando dilutor Tris - yema de huevo de codormz al 15 y
20% (TYHC), Tns - vema de huevo de gallina al 20% (TYHG) antes y después de la
congelacion.

Estudios sobre motilidad total espermatica fueron reportados por Quispe (2015) en
semen fresco B0.06211.68 (0 h de refrigeracion a 5 °C), 49.26=15 68 para semen
descongelado; Martins e7 al. (2009) antes de la congelacion 78.1 + 10.2% (0 h de
refrigeracion a 5§ °C), después de la congelacion 51.6 = 11.6 %; Ribeiro-Peres et al.
(2014) encontraron para espermatozoides frescos 74.5 = 5.2, para congelados 295 £
14.9 (congelacion convencional), 25.5 = 12.]1 (congelacion automatizada). Luzon
(2015) reporta 76% para espermatozoides frescos procedentes de epididimos 2 h post
mortem, incluso sefiala 26% de motilidad hasta 120 h postrefrigeracion espermatica.
Otros estudios por Barbosa ef al. (2012) reportan motilidades espermaticas en fresco
74 + 7.0, congelados 30.0 + 8.2, Saavedra e af (2012) obtyieron para semen fresco

51.5 = 2,50 en la ganaderia uno, y 53.17 = 3.31 en la ganaderia dos. Los resultados de
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este estudio se encuentran dentro de los rangos mencionados, aunque supenor al
reporte de Albert v Barrios (2006) que encontraron en espermatozoides frescos 34.23
y 268, cuya coleccion fue de epididimos transportados bajo dos diferentes

temperaturas 35 v 25 °C respectivamente.

Las vanaciones podrian deberse al nempo de coleccion de espermatozoides del
epididimo, componentes de los dilutores, cantidad de dilutor usado, estado fisiologico
del animal entre otros factores. Fiser y Fairfull (1986) mencionan que la adicion de
yema de huevo al dilutor tiene un efecto benéfico sobre el porcentaje de motilidad,
después de un rapido enfriamiento del semen a 10 y 5 °C, las lipoproteinas de baja
densidad actiian como crioprotectores, contribuvendo a la proteccion contra el shock
de frio y manteniendo la viabilidad del espermatozoide. Las lipoproteinas de baja
densidad como la lecitina, realizan igual accién protectora para los espermatozoides
durante ¢l shock térmico severo, aunque las hpoproteinas son supenores durante el
enfriamiento y almacenaje en frio (Martinez ¢f @l 2011). La fraccion lipidica de la
vema de huevo (lecitina y cefalina) tiene una accion protectora, v la fraccion
lipoproteica, un efecto conservador (Daza, 1994), va que preserva la motilidad e
integndad de las membranas del acrosoma y mitocondnas del espermatozoide ademas
¢s un buffer osmoético, se ha notado que la vema de huevo protege durante la
congelacion, ya que se adhiere a la membrana v la recubre, esta facultad de proteceion

s¢ adjudica a la gran densidad de la fraccion de lipoproteinas (Carpio, 2015).

El mecanismo preciso por el que la yema de huevo protege los espermatozoides
durante la congelacion - descongelacion ain no esta claro. Se sugiere que la vema de
huevo protege a los espermatozoides por dos mecanismos. induciendo resistencia al

frio v mejorando la supervivencia durante el almacenamiento; ¢l fosfolipido es ¢l
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componente responsable de la resistencia al choque de frio, estas lipoproteinas se
locahzan en la fraccion soluble de la yema de huevo y se identifican como
lipoproteinas de baja densidad (Watson, 1981). Otros como Graham y Foote (1987)
sugieren que los fosfolipidos de la yema de huevo podrian fusionarse con los
espermatozoides, reemplazar algunos fosfolipidos, la fosfatidilserina sola o en
combinacion con fosfatidileolina, que es el fosfolipido eficaz para proteger los

espermatozoides.

La wvema de huevo de codomiz tene mas fosfandilcolna y  menos
fosfatidiletanolamina, posee mejor indice de dcidos grasos poliinsaturados, por lo que
la motilidad espermatica mejora en ¢l proceso de congelacion v descongelacion de
espermatozoides de burros Poitu (Trimeche er al., 1997). El efecto de la yema de
huevo de codormiz v de la gallina, en este estudio fue similar, entonces ambos
preservan los espermatozoides, posiblemente entre otros factores porque los acidos
grasos polunsaturados permiten mayor cobertura al shock térmico v mayor

estabilizacién de la membrana acrosomal.

4.3. Matilidad rectilinea progresiva

Los resultados se observan en el Cuadro 9. Los dilutores Tris - yema de huevo de
codorniz al 15 y 20%, Tris — vema de huevo de gallina al 20% actian similarmente
(/" = 0.05) sobre la motilidad rectilinea progresiva de espermatozoides frescos y
congelados, Esta motilidad es diferente (7 < 0.05) entre espermatozoides frescos v
congelados (351 £ 633 vs 169 + 439%). Entre los factores dilutores v los
espermatozoides antes y despues de la congelacion no presentan interaccion (£ = 0.05)

sobre la motilidad rectilinea progresiva, se ve en la Figura 3
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Cuadro 9. Porcentaje de motilidad rectilinea progresiva (media + desviacion
estandar) de espenmatozoides epididimarios de toros criollos colectados a postmortem
con dilutor Tris — yema de huevo de codomiz vy gallina en criopreservacion.

Yema de huevo n Espermatazoides
Frescos Congelados
Codorniz 15 % 10 357 £ 613 a2 156 + 435 b
Codorniz 20 % 10 351 % 7.79 a 164 + 469 b
Gallina 20 % 1o 346 % 5.08 a 188 + 412 b

Letras distintas dentro de la misma fila, expresan diferencias (P < 0.05)

s 2 B )

v 4
£ - - .
- =
E o
> o
© . s
g .
T n
i o o
TYHC 15% TVHC 20r% TYHG 10%
Congelacion: o HE - pos

Figura 3. Motilidad rectilinea progresiva de espermatozoides epididimanos de toros
criollos colectados a postmortem, utilizando dilutor Tris - yema de huevo de codormiz
al 15y 20% (TYHC), Tris - yema de huevo de gallina al 20% (TYHG) antes v después

de la congelacion.
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La motilidad rectilinea progresiva de los espermatozoides frescos v congelados,
encontrados en esta investigacion, no fue afectado por los dilutores Tris - yema de
huevo de codomniz al 15 y 20%, Tris — yema de huevo de gallina al 20%. Similar a la
motilidad espermatica total, los componentes de ambas yemas de huevo estarian
actuando de forma similar, dado que la composicién quimica y lipidica son parecidas;
esta alirmacién podria ser colaborada por Anton y Gandemer (1995), ellos mencionan,
que la composicion quimica y lipidica de la yema de huevo codomiz vy de gallina son
similares. Sin embargo, Trimeche ef al. (1997) demostraron que la yema de huevo de
codorniz al 2, 10, 15 y 20% tuvo mejor resultado que huevo de gallina sobre la
motilidad de espermatozoides a postcongelacion de burros Poitou las yemas fueron
mezelados con el dilutor medio INRA 82, Ellos observaron que la yema de huevo de
codomiz contiene menos dcidos grasos poliinsaturados y mas fosfatidilcolina que la
vema de huevo de gallina, las diferencias en dcidos grasos polinsaturados y en
fosfolipidos entre yema de huevo de codomiz y de gallina, podria explicar el mejor
efecto crioprotector de yema de huevo de codorniz. La cantidad de sus componentes
de la yema de huevo de codorniz al 15%, en el presente estudio, seria suficiente para
preservar la motilidad espermatica, como lo hace la yema de huevo de gallina al 20%

con ¢l dilutor Tns

La motilidad rectilinea progresiva de los espermatozoides encontrados en este estudio
para espermatozoides frescos y congelados fueron similares a los obtenidos por Quispe
{2015) para semen fresco 44.76£10.31 y 19.57+5.18 en semen congelado, pero fueron
inferiores a los reportes de Valverde (2016) quien encontrd motilidad individual
progresiva de espermatozoides colectados del epididimo transportados a dos
temperaturas, para espermatozoides frescos 84.2 £ 1,54 (3°C), 67.5 = 7.04 (20 °C), a

la descongelacion 33.4 £2 4 (5 °C), 22.8 + 2 81 (20 °C). El medio de transporte de los
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epididimos fue lactato de Ringer a temperatura de 5 y 20 °C, los espermatozoides
fueron diluidos con AndroMed® y evaluados con equipo computarizado de analisis de
semen; estos factores podrian influir en los valores altos de motilidad. En otro estudio
Cunha et al. (2016) obtuvo la motilidad en fresco 57.5 + 1.8%, a la postdescongelacion
35.2 £4.1%. Las diferencias encontradas podrian ser explicadas por el tipo de dilutor
utilizado, protocolo de dilucion, congelacion, procedimiento de evaluacion
espermatica, lamaito muestral; ademis de los efectos de la vema de huevo descrito

anles.

4.4, Vitalidad

Los resultados se ven en el Cuadro 10. La vitalidad de los espermatozoides frescos v
congelados son afectados similarmente (# > 0.05) al vsar dilutores Tns - yema de
huevo de codormiz al 15 y 20%, Tris — vema de huevo de gallina al 20%. La vitalidad
de los espermatozoides frescos es mayor (£ < 0.05) que los congelados (85.8 = 2.64
vs 54.7 = 5.20%) independientemente al tipo de dilutor. En la Figura 4, se observa que
no hay interaccion (P > 0.05) entre los factores tipo de dilutor v los espermatozmdes

frescos v congelados.

Cuadro 10. Porcentaje de vitalidad (media + desviacion estandar) de espermatozoides
epididimanos de toros cnollos colectados a postmortem con dilutor Tnis — yvema de
huevo de codomiz y gallina en criopreservacion.

Vama e buweo " —_I;‘;u_:a: Emmmm‘dn‘:in;nlm
Codomiz 15 % 10 86.2 £+ 22048 562 + 346 b
Codomiz 20 % 10 854 171 a 527 £ 726 b
Gallina 20 % 10 B58 4+ 300 a 552 £ 489 b

Letras distintas dentro de la misma fila, expresan diferencias (7 < 0.05)
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Figura 4. Vitalidad de espermatozoides epididimanos de toros cnollos colectados a
postmortem, utilizando dilutor Tnis - yema de huevo de codomiz al 15 y 20% (TYHC),
Tris - yema de huevo de gallina al 20% (TYHG) antes y después de la congelacion,

Ribeiro-Peres er al. (2014) reportan una vitalidad de espermatozoides en fresco, 694
£+ 10, 7%, congelacion convencional, 53.9 = 11. 8%, congelacion automatizada, 52.7
+ 9.0%, estas cifras dlimas son similares al presente estudio, también se aproxima el
reporte de Valverde (2016), que considera dos temperaturas de almacenamientos (5
y 20 °C) de epididimos a la descongelacion, 5 °C: 63.0 £ 2,61 y20°C: 52.9 + 2 96%,
Saavedra ef al. (2012) obtuvieron vitalidad para semen freseo 77.17 £+ 6.05 (panaderia
1)y 77. 83 = 3.87 (ganaderia 2); Quispe (2015) reporto 77.88 = 6.31 en semen fresco.
Las variaciones podrian ser influenciadas principalmente por los componentes de los

dilutores, genética del animal v otros factores.

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

a) CONCLUSIONES

En la criopreservacion de espermatozoides epididimanios de toros cnollos
postmortem, los dilutores Tris — yema de huevo de codorniz al 15 y 20%, vy de gallina
al 20% tienen efectos similares sobre la motilidad masal de los espermatozoides antes

y después de la congelacion.

Los dilutores Tris — vema de huevo de codorniz al 15 y 20%, y de gallina al 20% tienen
efectos similares sobre la motilidad total v motilidad progresiva de espermaltozoides

epididimarios, antes vy después de la criopreservacion, de toros criollos postmortem

La vitahdad de los espermatozoides epididimanos colectados postmortem de toros
criollos, antes y después de la congelacion, tienen efectos similares al utilizar dilutores

Tris — yema de huevo de codomiz al 15 y 20%, y de gallina al 20%.,
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La yema de huevo de codorniz o de gallina, se puede usar como componente del dilutor
Tris, en procesos de criopreservacion de espermatozoides epididimarios en toros

criollos.

b) RECOMENDACIONES

Realizar estudios sobre evaluacion espermatica de epidididimos con varias técnicas

descritas para uso de semen convencional de toros

Amphar la evaluacion de uso de yema de huevo de otras aves y en diferentes
concentraciones en los dilutores para congelacion de espermatozoides y de semen en

bovinos.

Colectar espermatozoides del epididimo de diferentes especies con fines de evaluar
técnicas de biotecnologia reproductivas para preservar especies en extincién o

similares.
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ANEXOS
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Figura 6. Adicion v mezcla de componentes del dilutor.
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Figura 7. Aspiracion de la yema de huevo de codomiz.
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Figra 9. Coleccion de espermatozoides del epididimo.
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Figra 10. Campo microscopico para evaluacion de motilidad masal, escala de 0 a 5.

Figura 11. Campo microscopico para evaluacion de motilidad total, motilidad
rectilinea progresiva del espermatozoide.

™
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Figura 12, Campo microscapico para evaluacion de vitalidad espermatica.
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Figura 15. Pajillas con espermatozoides, sobre la parrilla sumergida al nitrogeno
liquido,
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Figura 16. Almacenamiento de espermatozoides epididimarios.

Figura 17. Descongelacion de espermatozoides epididimarios.
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Cuadro 11. Anglisis de varianza para motilidad masal de espermatozoides
epididimarios de toros criollos postmortem.

Suma de Cuadrado

Fuente GL : i F-Valor Pr>F
Modelo 5 65.5284 13.1057 34.6800 <,0001
Dilutor 1 0.2794 0.1397 03700  0.6923
Espermatozoo 1 64,1273 64.1273 169.6800 <.0001
Dilutor*Espermatozoo 2 11216 0.5608 1.4800 0.234
Error 68 25,6988 03779

Total corregido i3 912272

Cuadro 12. Andlisis de wvarianza para motilidad total de espermatozoides
epididimarios de toros criollos postmortem.

Suma de Cuadrado
Fuente GL hadiios medio F-Valor Pr>F
Modelo 5 27309.8571 5461.9714 60,6500 <0001
Dilutor 2 149.8497 74.9249 0.8300 0.4411
Espermatozoo 1 26968.9278 26968.9278 299.4600 <0001
Dilutor*Espermatozoo 2 191.0796 95.5398 1.0600 0.3538
Error 50 4503.0000 90,0600
Total corregido 55 31812.8571
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Cuadro 13. Andlisis de varianza para motilidad rectilinea progresiva de
espermatozoides epididimarios de toros criollos postmortem.

Suma de Cuadrado

Fuente 6l i o Fvalor  PooF
Modelo 5 47195033 0439187 312300 <0001
Dilutor 2 11.3210 56605 04900  0.8298
Espermatozoo 1 4662.8750 46628750 1542600 <0001
Dilutor*spermatozoo. 2 453972 226086 07500 04772
Error 50 15113689 30.2278

Total corregido 55 6230.9821

Cuadro 14. Anilisis de varianza para vitalidad de espermatozoides epididimarios de
toros criollos postmortem.

Suma de Cuadrado

Fuente GL e e F-Valor ProF
Modelo 14 28663.1131 2047.3652 15.7900 <0001
Dilutor ) 63.9741 31.9870 0.2500 0.7818
Espermatozoo 4 28169.1311 7042.2828 54.3000 <,0001
Dilutor*Espermatozoo 8 430.0079 53.7510 0.4100 0.9105
Error 128 16599.1667 129.6810
Total corregido 142 45262.27197
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Cuadro 15. Base de datos de las variables del estudio de espermatozoides
epididimarios de toros criollos postmortem.
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