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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la motilidad y vitalidad antes y después de la

congelacion de espennatozoides epididimarios de toros criollos postmortem, diluidos con

Tris - yema de huevo de codomiz (YHC). Se distribuyo en tres tratamientos (T),

espermatozoides epididimarios diluidos con T1: Tris - YHC 15%; T2: Tris - YHC 20%,

T3: Tris - yema de huevo de gal1ina(YHG) 20%. Se utilizé epididimos (n = 30) de toros

criollos mayores de 3 a}401osde edad (aproximados por la visualizacion de los dientes

incisivos 2 a 6). bene}401ciadosen el Carnal Municipal de Abancay, se transporto

manteniendo entre 25 a 30 °C alrededor de 60 min. Se colecté espermatozoides de la cola

del epididimo, mediante la técnica de }402ujoretrograde con 5 mL de dilutor Tris - YHC

segim los tratamientos, luego alrededor de 15 min de colectado, se evaluo la motilidad

masal, motilidad total, motilidad rectilinea progresiva y vitalidad antes y después de la

congelacién. El anélisis de varianza se realizo mediante el procedimiento GLM del SAS

para las variables. El dilutor Tris - YHC 15 y 20%, YHG 20% presentan efectos similares

(P > 0.05) sobre la motilidad masa], motilidad total, motilidad rectilinea progresiva y

vitalidad espennética, antes y después de la congelacion. Existe diferencia (P < 0.05)

entre los espemiatozoides epididimarios frescos y congelados en la motilidad masal (4.0

i 0.59 vs 2.1 i 0.59); motilidad total (82.5 i 8.78 vs 38.9 i 9.66%); motilidad rectilinea

progresiva (35.1 1 6.33 vs 16.9 i 4.39%); vitalidad (85.8 1 2.64 vs 54.7 i 5.20%). En

conclusion. el dilutor Tris- YHC al I 5, 20% y YHG al 20%, tienen efectos similares sobre

la congelacion de espermatozoides epididimarios de toros criollos postmortem; por lo

que, se sugiere que se utilizaria YHC o YHG como componente de dilutor Tris, en

criopreservacién de espermatozoides epididimarios.

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

The objective of the study was to evaluate the motility and vitality before and a}401erthe

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 Tl: Tris - YHC 15%; T2: Tris - YHC 20%, T3: Tris �024chicken egg yolk

(YHG) 20%. Were used epididyms (n = 30) of Criollo bulls older than 3 years of age,

(approximated by the visualization of the incisive teeth 2 6), slaughter in the Camal

Municipal of Abancay, transported maintaining between 25 and 30 ° C about 60 min. The

spermatozoa were collected from the tail of the epididymis, using retrograde }402ow

technique with 5 mL of Tris - YHC extender according to the treatments, then about l5

min collection, mass motility, evaluated the total motility, progressive rectilinear motility

and vitality before and a}401erfreezing. Analysis of variance was performed using the SAS

GLM procedure for the variables. The extender Tris - YHC 15 and 20%, YHG 20%

present similar effects (P > 0.05) on mass motility, total motility, progressive rectilinear

motility and spenn vitality, before and after freezing. There is difference (P < 0.05)

between fresh and frozen epididymal spennatozoa in mass motility (4.0 1 0.59 vs 2.] :l:

0.59); total motility (82.5 2!; 8.78 vs 38.9 :2 9.66%); Progressive rectilinear motility (35.1

;t 6.33 vs. 16.9 1 4.39%); vitality (85.8zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAt 2.64 vs. 54.7 :k 5.20%). In conclusion, the

extender Tris-YHC 15, 20% and YHG 20% have similar effects on the freezing of

epididymal spermatozoa of postmortem Creole bulls; therefore, it is suggested that YHC

or YHG be used as a component of Tris extender in cryopreservation of epididymal

spermatozoa.

Key words: Spennatozoa, cryopreservation, bovine, motility, vitality.
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I. INTRODUCCION

La congelacién de semen es una biotecnologia que promueve la conservacién del

germoplasma por tiempo indetemiinado, se asocia a la inseminacién arti}401cial,

represcnta un mecanismo e}401cientepara la promocién y difusién dc material genético

de excelente calidad, ademés la crioprcservacién reduce costos de alimentacién y

transporte de los reproductores, reduce las enfermedades sexualmente transmisibles

(Castelo, 2008).

La recuperacién de espermatozoides de la cola del epididimo puede ser una gran

ventaja después de la muerte inesperada de los animales con mérito genético. Este

procedimiento es una herramienta importante para la recuperacién y el uso del

gennoplasma después de la muerte (Kaabi et al., 2003). Los espennatozoides

obtenidos de la cola del epididimo pueden ser utilizados con gran potencial para la

preservacién de las células espennaxicas en programas de reproduccién asistida

(Ribeiro-Peres at al., 2014). La criopreservacién de los espermatozoides epididimales

permite un uso e}401cientey econémico del material genético porque puede ser

Almacenados inde}401nidamente(Martins at al., 2007).

l
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La motilidad espermatica es fundamental para que los espermatozoides alcancen el

ambiente uterino y el sitio de la fenilizacién, es el criterio mas importante en la

evaluacién de las células espennaticas antes y después a la criopreservacion (Siqueira

er al., 2007). El uso del dilutor Tn's evidencié niveles adecuados en la motilidad

individual espennatica del semen antes y después del congelamiento. El dilutor Tris

preserva mejor a los espermatozoides durante el proceso de congelacion respecto al

dilutor Citrato (Cabrera er al., 2011). Convencionalmente el semen se diluye con Tris

yema de huevo de gallina; sin embargo, existen estudios que demuestran que la yema

dc huevo de codomiz tiene mas fosfatidilcolina y menos fosfatidiletanolamina, ademas

posee mejor indice de acidos grasos poliinsaturados, por lo que la motilidad mejora en

el proceso de congelacion y descongelacién de espermatozoides de burros Poiru

(Trimeche et al., 1997). Los acidos grasos poliinsaturados perrniten mayor cobertura

al shock térmico y mayor estabilizacion de la membrana acrosoma]. Ademas, el huevo

de codomiz presenta mayor concentracién de proteinas y lipidos totales (Gonzalez,

20] 1), en comparacion al huevo de gallina (Taller, 2008).

Por las consideraciones expuestas, se planted este estudio con el objetivo de evaluar el

efecto del dilutor Tris - yema de huevo de codomiz, sobre la motilidad y vitalidad de

espermatozoides epididimarios de toros criollos; para su posible implementacién en

programas de criopreservacion del semen bovino, inseminacién arti}401cialo mamener

la calidad genética, en bene}401ciodel desarrollo ganadero y econémico de la poblacion.

2
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ll. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacién

En un estudio, entre otras variables se evaluo las caracteristicas morfologicas de los

espermatozoides epididimarios obtenidos postmortem en el toro de Lidia. Se

analizaron 12 pares de testiculos de toros lidiados en una plaza dc 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 se conservaron a una temperatura

de 5 °C, en el laboratorio se diseccioné la cola del epididimo. Se evalué el volumen,

concentracion espermética, motilidad, vitalidad, células normales, células anonnales

y acrosomas nonnales. La muestra obtenida de cada testiculo, fue diluida en una

proporcion 1 : 2 con un diluyente comercial (Steridyl®)r Para las variables,

concentracion espermética, la motilidad individual, vivos y muertos, morfoanomalias

y acrosomas nonnales, no se encontraron diferencias estadisticamente signi}401cativas

entre ganaderias (Saavedra etal., 2012).

Con el proposito de evaluar dos protocolos de lavado retrogrado y desmenuzado del

epididimo, para la obtencion de espermatozoides de toros postmortem, se determiné

3
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el tiempo de coleccion de espermatozoides, desde el sacri}401ciohasta el laboratorio y

periodos de almacenamiento en refrigeracion, sobre porcentaje de motilidad

individual. Se utilizaron testiculos de 50 toros en edad reproductiva (Protocolo 1: nzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA=

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 realizé en fresco cada 24 h post

refrigeracién por 5 dias; la informacién obtenida se analizo mediante estadistica

descriptiva y analisis de varianza. Los resultados obtenidos indican que no hubo

diferencia signi}401cativa(P 0.05) entre los dos protocolos. A 24 h post refrigeracién

existe diferencia estadistica signi}401cativa(P < 0.05) entre los grupos de su respectivo

protocolo (Luzon, 2015).

Con el objetivo de detenninar la movilidad individual de los espermatozoides

epididimarios de toros postmortem obtenidos mediante lavado retrograde se evaluo

los espermatozoides presentes en la cola del epididimo, obtenida del matadero

mediante lavado retrogrado de testiculos de toros cebfi postmortem. Los testiculos

fueron recolectados al azar. Se evaluo Ia movilidad individual de los espermatozoides

recolectados de las colas epididimarias en los testiculos seleccionados. Esta

recoleccién se realizo por lavado retrogrado con Tris �024yema - glicerol, a través del

conducto deferente. Los resultados indican que la temperatura de transpone no afecto

la movilidad espermatica epididimaria y que es posible recolectar espennatozoides

vivos de la cola del epididimo de toros postmortem (Albers y Barrios, 2006).

En un estudio el objetivo fue comparar métodos de criopreservacién convencional y

automatizado de espemiatozoides colectados de la cola del epididimo de toros post

mortem. Fueron utilizados 22 epididimos, colectados en una planta faenadora. Los

espermatozoides }401ieroncolectados con la técnica dc }402ujoretrogrado utilizando medio

4
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diluyente sin crioprotector, fueron analizados la motilidad, vigor, integridad

estructural y funcional de la membrana plasmética, viabilidad, actividad mitocondrial

e integridad del ADN. Los espennatozoides fueron separados en dos muestras y

diluidos en medio con crioprotector (Botubov®H), fueron envasados en pajillas

francesas, conteniendo 50 x 106 espermatozoides méviles por pajilla. Las pajillas

fueron congeladas por los métodos convencional (4 °C, durante 4 11, en nevera

doméstica y 20 min por encima dc la super}401cieliquida conteniendo nitrégeno liquido)

y automatizado (Cryogen®). Las muestras de espennatozoides frescos presentaron

resultados superiores en todos los parémetros realizados comparados con los métodos

dc congelacién convencional y automatizada, con excepcién de los parémetros

hipoosméticos, donde las muestras de espennatozoides frescos no tuvieron

alteraciones signi}402cativascomparadas con las muestras de espermatozoides

criopreservados por el método convencional. La motilidad media de espermatozoides

frescos fue de 74%, y de 29 y 25% con los métodos convencional y automatizada

respectivamcnte. Aunque las técnicas de criopreservacién reducen los parémetros dc

calidad espennética, se mantiene la viabilidad de los espermatozoides, pudiendo ser

utilizada para la preservacién espennética (Ribeiro-Peres et al., 2014).

Con el objetivo de evaluar los efectos de congelacién 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 técnica dc }402ujoretrégrado y fue evaluado entre otras variables Ia

motilidad, el vigor, la concentracién, la morfologia de los espermatozoides, la

viabilidad, integridad y funcionalidad de la membrana. E1 semen se diluyé con dilutor

comercial (Botubov®), envasado en 0.5 mL pajillas francesas, refrigeradas y

congeladas en nitrégeno liquido. A la descongelacién e1 semen }401lereevaluado para el

5
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mismo parametro, con excepcién de la concentracion de espennatozoides. El numero

de espennatozoides recuperados del epididimo fue de 1712.7 x 109. Motilidad y vigor

fue 74.0 i 7.0% y 3.6zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1 0.7 para el semen fresco y 30.0 1 8.2% y 1.3 t 0.5 para el

semen congelado. E1 porcentaje promedio de espermatozoides normales fue 66.8 y

62.7% para semen fresco y congelado, respectivamente. Se concluyé que el cultivo de

los espermatozoides de la cola del epididimo es viable, rapida y e}401ciente,y puede ser

utilizado para preservar el material genético de los animales superiores (Barbosa et al.,

2012).

Valverde (2016), en un estudio evaluo la calidad espennética post-descongelacién de

espermatozoides de la cola del epididimo de toros de matadero sometidos a dos

temperaturas de almacenamiento (5 y 20 °C). Se colecté 8 pares de testiculos se

almacené hennéticamente en bolsas plésticas con Lactato Ringer por 611. Los gametes

fueron recuperados por }402ujoretrégrado de la cola del epididimo, se evalué la

concentracion, viabilidad espermatica, se proceso ajustando a dosis de 50 x 106

espermatozoides / 0.25 mL con el diluyente AndroMed al 20%. Se empajillé, se

crioconservo en njtrogeno liquido. Se encontraron mejores resultados de motilidad

individual progresiva a la precongelacién 84.2 i 1.54 y 67.5 1 7.04, a post -

descongelaeion 33.4 1 2.42 y 22.8 -.t 2.81% para 5 y 20 °C respectivamente. La

vitalidad fue 63.0 3: 2.6; 52.9 i 3.0% para 5 y 20 °C respectivamente a

postdescongelacion.

En un estudio se evalué la calidad, longevidad y la capacidad del espermatozoide

epididimario (EP) para unirse al tejido del oviduclo (OE) después del enfriamiento y

la crioconservacion. Se evaluo el eyaculado (E!) y el espermatozoide (EP), de siete

toros antes, durante y después de la criopreservacién, se detenniné la motilidad total
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(TM), motilidad progresiva (PM) entre otras variables. Después del enfriamiento, el

EP mostré una mayor TM, (P < 0.05) que EJ. Una reduccién de motilidad se produjo

en E] después de enfriamiento, mientras que en el grupo EP esa reduccién ocurrié sélo

después de la crioconservacién. Llegando a la conclusién, que los EP son mas

resistentes a la refrigeracién que E], y puede unirse a OE de manera similar (Cunha et

al., 2016).

Martins et al. (2009), con el objetivo de evaluar el efecto del intervalo entre la muerte

del animal y la recuperacién de espenna en la congelacién y capacidad fertilizante de

los espermatozoides de los epididimos del toro, almacenados durante diferentes

pen'odos de tiempo. Se recolectaron testiculos de 25 toros en el matadero 2 h después

del sacri}401cio.En el laboratorio los espermatozoides del epididimo, se recuperaron y

analizaron para evaluar Ia motilidad. Los epididimos se almacenaron durante 24 h

(G24), 48 h (G48) y 72 h (G72) 21 5 °C. Al }401nalde cada periodo de tiempo, los

espermatozoides fueron recuperados y criopreservados en Tris - yema de huevo y

glicerolr Se tomaron muestras de esperma pre-congelacién y post�024descongelacic�031m.

Para evaluar la motilidad total y progresiva. Los resultados mostraron que después de

48 h de almacenamiento hubo una disminucién en la motilidad total. La motilidad

progresiva no se afecté por ninguno de los periodos de almacenamiento�030Por el

contrario, todos los parametros esperméticos, excepto la motilidad progresiva, se

redujeron después de la crioconservacién.

En un estudio, para diluir semen de llamas y alpacas utilizaron dilutores basados en

Tris que parecen ser mejores. Uno de las mejoras en el uso de dilutores ha sido el

reemplazo de yema de huevo de gallina por yema de huevo de codomiz. La ventaja es

que los glébulos de grasa son ma's peque}401os,ademés que la mezcla con el semen es
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mas répida que con yema de huevo de gallina. El uso de yema dc huevo de codomiz

no representa da}401oalguno a los espermatozoides (Bravo y Alarcon, 2013).

En una investigacién para evaluar el comportamiento de dilutores Tris - yema y Citrato

- yema en el congelamiento de semen de ovino y la integridad de la membrana

espermatica del semen congelado en pajillas. Se realizé el estudio, con seis cameros

de tres razas. E1 semen se colecté en vagina ani}401cial,se diluyé con Tris - glucosa -

yema de huevo de codomiz (15%) (Tris) o Citrato - glucosa - yema de huevo de

codomiz (20%) (Citrato), se almacené en pajillas de 0.5 mL, y se congelé en nitrégeno

liquido. El descongelamiento se realizé a 38 °C por 15 seg. En semen descongelado,

la motilidad individual progresiva fue de 620 y 56.8%, y Host de 49.8 is 3.9 y 41.3 i

3.8% para los dilutores Tris yCitrato, respectivamente. Se concluye que Tris presenta

un mejor rendimiento que Citrato para la congelacién del semen ovino y que la prueba

hipoosmética permitié evidenciar diferencias entre dilutores, cameros y momentos de

procesamiento (Cabrera er al., 2011).

2.2. BASES TEORICAS

2.2.l.Ganado bovino Criollo

En el Pen�031:existen 5.2 millones de cabezas de ganado bovino, siendo el 27.9% (1.4

millones) ganado de raza y el 63.9% (3.3 millones) ganado Criollo, el cual se encuentra

distribuido mayormente en la Sierra, en manos de peque}401osy medianos criadores con

una crianza de tipo mixto y en forma extensiva, y en menor grado forma semi-intensiva

(INEI, 2012). El bovino Criollo en el Pen�031:se origina del ganado vacuno introducido

por los espa}401olesa mitad del siglo XVI, habiéndose, mantenido puro con ciertas

caracteristicas seg}401necosistemas donde se ha adaptado; y en otros casos, con

diferentes grados de cruzamiento con las razas Holstein y Brown Swiss. Los bovinos
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criollos juegan un rol importante en el ingreso familiar y la seguridad alimentaria de

los campesinos de la Sierra peruana, Sin embargo, su baja productividad esta

produciendo su erosion genética, por cruzas mal plani}401cadascon razas exéticas

(Aquino et al., 2008). Se caractetiza por tener cualidades favorables para su desarrollo

en el trépico. Tienen pelo corto y escaso, su coloracion varia desde arnarillo al rojo y

negro pudiendo tener un poco de blanco en la parte inferior�030Su pie] es pigmentada

usualmente tiene arrugas en la zona del cuello, cara y alrededor de los ojos. Tienen un

sistema oseo delgado, y pezufias resistentes y buena agilidad para andar, La seleccion

natural ocurrida durante a}402os,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 noto una disininucion en la calidad genética de la ganaderia

y se sugirio el uso de razas introducidas especializadas con mayor productividad

(Bethancourt y Bolivar, 2013).

En el Pen�031:ademés de empadrar las Vacas criollas con razas como Holstein y Pardo

Suizo, también estén utilizando las vacas criollas como vientres de alquiler o hembras

receptoras de embriones Pardo Suizo (INIA, 2014). Es importante evitar la reduccion

de la poblacién de ganado Criollo en el Altiplano, hasta altitudes de 4000 m. A este

ganado también se les denomina chuscos, serranos y Criollo de las sierras. Los

animales criollos en lugares elevados, tienen alto porcentaje de capas negras 0

parcialmente negras (Primo, 1992).

2.2.2. El testiculo

Los testiculos son generalmente de forma ovoide con el eje largo en general direccion

dorsoventral. El tama}401ode los testiculos varia con la edad, raza, y la genética del toro,

pero son generalmente 8 a 16 om de largo y 5 a 10 cm de diametro (Fay'rer�024Hosken,
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1997). Su peso se estima individualmente en 250 a 300 g y en conjunto unos 500 g, se

estima aproximadamente en un 0.09% del peso vivo del animal (Rutter, 2006). El

tama}401odel testiculo del toro es extremadamente importante porque cuanto mas

grandes los testiculos, mayor es la produccién de espermatozoides (Fayrer-I-losken,

1997).

Los testiculos son dos érganos situados en el exterior de la cavidad abdominal, el

izquierdo un poco mas bajo, debajo del pene y alojados en las bolsas escrotales o

escroto, el escroto tiene la funcién 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 genninales, generadoras de espermatozoides, son muy

sensibles a los cambios de temperatura y ligeros incrementos producen esterilidad

(Cérdova, 2003).

Los testiculos estan cubiertos por dos capas dc peritoneo. La capa mas cxtema es la

tfmica vaginal. La capa mas imema es una cépsula }401broelésticagruesa, la timica

albuginea. Los septos de radiacién de la timica albuginea, que tenninan en el testiculo

del medjastino. Estas radiaciones forman lébulos que sostienen los t}401bulos

seminiferos. Los t}401bulosseminiferos forman el volumen de los testiculos, son de fonna

de herradura y ambos extremos terminan en los conductos colectores del rete testis.

Este luego transporta los espermatozoides a la cabeza del epididimo. Los tfibulos

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

Los testiculos son los érganos sexuales pn'marios que tienen como funciones

principales la produccién de espennatozoides (funcién exocrina) y la produccién de

hormonas esteroideas (funcién endocrina). Ambas funciones se regulan por diferentes

controles (Galina y Valencia, 2008). La primera que se re}401erea la gametogénesis
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regulada por el proceso de espermatogénesis. La segmda 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 epididimo es un tubo complejo y tonuoso que conecta los conductos eferentes al

conducto deferente en el tracto reproductivo del macho (Robaire et al., 2006; Dacheux

etal., 2016), es una extension de la tfmica albuginea; mide alrededor de 30 a 50 metros

de largo en el toro (Sisson, 2001). Esta constituido por una serosa, }401brasmusculares

y una membrana basal con un epitelio columnar seudoestrati}401cadoy ciliado. Es un

conducto largo y contomeado que esta constituido de cabeza que es la porcion mas

ancha, a la cual llegan |os conductos eferentes. Los espermatozoides comienzan a

madurar aqui (Hafez y I-Iafez, 2000). Anatémicamente cl epididimo consta de tres

partes bien de}401nidas:cabeza, cuerpo y cola (Sisson, 1993; Chenoweth, 1997; Konig y

Liebich, 2005).

El transporte de espermatozoides por el epididimo requiere de nueve a trece dias. La

maduracién de los espermatozoides ocurre durante el trénsito por el epididimo, la

motilidad aumenta a medida que aquellos entran en el cuerpo de este. El ambiente de

las células espennaticas 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 espennéticas (Hafez y Hafez,

2000).

La cabeza del epididimo se encuentra alrededor del 36% de esperma y el cuerpo,

alrededor del 18%. La cola del epididimo tiene Ia capacidad dc almacenar alrededor
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de 45 a 70% de los espermatozoides producida diariamente, para pemianecer alli hasta

que son eyaculados (Camargo, 2006).

E1 epididimo tiene fundamentalmente dos funciones: la maduracién y el

almacenamiento espennético. La maduracién, o desarrollo progresivo de la capacidad

fenilizante de los espermatozoides ocurre en la cabeza y el cuerpo del epididimo

(Albers y Barrios, 2006), la maduracién de espermatozoides epididimales es el paso

}401nalde la diferenciacion espenmitica postgonadal, donde Ios espermatozoides

adquieren madurez funcional se mani}401estapor el desarrollo de la capacidad

fertilizante ymotilidad (Juyena y Stelletta, 2012).

E1 almacenamiento efectivo de gametos masculinos, donde se preserva la viabilidad

de espemlatozoides hasta 2 semanas en el caso de (oro ocurre en la cola del epididimo;

después de la eyaculacién, cl esperma maduro suspendido en el liquido epididimario

se mezcla con las secreciones restantes de tracto reproductive masculino, en el caso

del toro principalmente liquido vesicular seminal, creando semen (Juyena y Stelletta,

2012). Con esta consideracién, es importante se}401alarque 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 posterior uso en inseminacién arti}401cial(Albers y

Barrios, 2006).

2.2.4. Criopreservacién espermsitica

La criobiologia se re}401erea entender los efectos de las temperaturas bajas sobre los

sistemas celulares ya que el tiempo biolégico es una consecuencia de determinadas

reacciones bioquimicas y el frio prolonga el tiempo biolégico puesto que enlemece

estas reacciones. Sin embargo, este no es un proceso exento dc 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 y la delicada interaccion

célula-ce'lu1ainherente en las células y tejidos a criopreservar (Woods et al. , 2004).

La criopreservacion del semen es el método mas e}401cazpara el almacenamiento a largo

plazo de los gametos (Safranski et al., 2011). La conservacién en nitrogeno liquido

tiene como objetivo fundamental prolongar la viabilidad de los gametos masculinos

de fonna inde}401nida,ya que a temperatura ambiente 0 de refrigeracion los

espermatozoides degeneran con cierta rapidez, debidos principalmente al agotamiento

de las reservas energéticas. La inseminacién arti}401cialcon 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, el éxito de esta tecnologia depende de que el

semen utilizado mantenga su poder fecundante tras su descongelacién. Para conseguir

dicho objetivo, en todo protocolo de congelacion seminal han de controlarse

rigurosamente los sueesivos pasos que constituyen el proceso de cnopreservacién, y

de fonna especial aquellos que in}402uyenmas directamente sobre la estructura y funcién

de las membranas espennéticas, y sobre el metabolismo celular (Hammerstedt et al.,

1990).

Al criopreservar y descongelar espermatozoides, es de importancia considcrar las

variaciones que existen entre los espermatozoides del eyaculado y los que son

extraidos del epididimo, su morfologia y funcionalidad. Estas diferencias al memento

de la congelacién in}402uyenen la estabilidad de la membrana frente al choque térmico

y sobre la presion osmotica. Cuando se pretenden congelar y descongelar gametes de

un macho, es importante considcrar las diferencias que existen entre los
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espermatozoides del eyaculado y los que son extraidos del epididimo, tanto

morfolégico como funcional; tales diferencias, en el momento de la congelacién,

pueden in}402uiren la estabilidad de la membrana frente al choque térmico y a la presién

osmética. Por lo tanto, los métodos empleados para criopreservar espermatozoides

eyaculados no son convenientes para ser usados con los espermatozoides obtenidos

del epididimo, a menos que sean a}401adidoscomponentes similares a los encontrados

dentro del epididimo, en la solucién de congelamiento (Hewitt er al., 2001).

2.2.5. Dilutores del semen

El diluyente es una solucién acuosa el cual incrementa el volumen del eyaculado,

preservando las caracteristicas de los espennatozoides y manteniendo el nivel de

fertilidad funcionalidad adecuado (Gadea, 2003). Posibilitan el analisis de los

espermatozoides acondicionados para la inseminacién (Cavestany, 1994). Los

diluyentes son amoniguadores usados para mantener la viabilidad del espennatozoide

in mm y maximizar el mimero dc hembras inseminadas (Donoghue y Wishan, 2000).

Estos diluyentes empleados en la conservacién de espermatozoides, deben ser

isoténicos con el plasma seminal (320 m0sm/kg) cuando es utilizado en refrigeracién,

e hiperosmético (400 mOsm/kg) en congelacién; debe poseer un pH préximo a 7 y

capacidad tampén con el }401nde mantener cl pH en la neutralidad, compensando la

produccién de acido lactico durante la congelacién, contener moléculas que protejan a

los espermatozoides frente al fn'o; poseer una fuente de energia siendo la glucosa y la

fmctosa las mas utilizadas; estar libres de bacterias y contaminacién, para lo cual se

utilizan antibiéticos en su composicién (Galarza, 2013).

Un diluyente debe reunir una serie de propiedades basicas relacionadas con su pH,

capacidad tampén, osmolaridad, y fuerza iénica. Ademas, debe aportar una fuente de
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energia, no debe deteriorarse durante el almacenamiento previo a su uso, debe protcger

a los espermatozoides durante el enfriamiento, congelacién y descongelacién, y

}401nalmente,debe ser resistente al crecimiento bacteriano (Mui}401o,2008).

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

0 Proveer nutrientes a los espermatozoides, como fuente de energia.

- Proteger los espermatozoides contra los efectos da}401inosde un enfriado rapido.

0 Proveer un buffer para prevenir efectos nocivos dc cambios de pl-I al fonnarse

acido Iactico, resultante del metabolismo de la glucosa por los

espennatozoides.

0 Mantener una presién osmotica y un balance electrolitico adecuado.

o Inhibir e1 crecimiento bacteriano.

I Aumentar el volumen de semen de modo que pueda ser utilizado para multiples

inseminaciones.

2.2.5.1. Componentes de los dilutores

Rossi (2012) menciona que los componentes basicos de los diluyentes utilizados para

el congelamiento dc semen son esencialmente los mismos que los que se utilizan para

almacenar semen en estado liquido, estos diluyentes utilizados para la conservacién de

semen en la mayoria de las especies domésticas, se encuentran compuestos por las

siguientes sustancias:

- Agua bidestilada 0 ultrapura, como disolvente del resto de los componentes.

I Sustancias iénicas y no iénicas para mantener la osmolaridad y el pH del

medio.

- Materiales orgénicos como yema de huevo o leche, que cueman con capacidad

de disminuir o evitar el efecto frente a] shock de frio.

0 Crioprotectores, siendo el mas utilizado el glicerol.
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I Azflcares simples como fuente energética, 0 di y trisacéridos como

crioprotectores adicionales.

0 Antibiéticos para controlar el crecimiento bacteriano.

- Otros aditivos, que pueden ser opcionales, como enzimas, detergentes 0

aminoacidos que pueden mejorar la fertilidad.

Layek et al. (2016) describen que los dilutores convencionalmente para congelar

espermatozoide, incluyen: un crioprotector no pemieable (leche o productos lacteos,

yema de huevo o derivados dc yema de huevo, tales como lipoproteinas de baja

densidad 0 fosfolipidos); un crioprotector permable (mas com}401nmentees glicerol); un

tampén organico (tipicamente Trishydroximetilalninometano); uno o mas azucares

como substrato energético u osmético (glucosa, fructosa, lactosa, ra}401nosa,sacarosa o

trehalosa); solutos para ajustar el pl-I y osmolaridad (citrato de sodio, acido citrico); Y

antibiéticos (penicilina, estreptomicina).

2.2.5.2. Dilutor Tris

El tris (hidroximetil) aminometano se requiere principalmente para la preparacién dc

tampones a un intervalo fisiolégico de 7.3 a 7.5. Los tampones preparados son

compatibles con }402uidosbiolégicos. Es importante para los laboratories como una

solucién de pH estandar. Tris se ha utilizado como una solucién tampon para el ensayo

de lactato deshidrogenasa, el procedimiento de hibridacién in situ y la extraccién de

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

El dilutor Tris (Tris hidroximetil aminometano) es uno de los principales diluyentes

utilizados en la criopreservacién y refrigeracién de semen bovino, ya que al combinar

dicha sustancia con yema de huevo y glicerol se favorece notablemente la preservacién

de los espennatozoides 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 y acido citrico como principales sustancias tampon (Rossi, 2012).

El Tris es un tampon orgénico, tipicamente Trishydroximetilaminometano (Layek et

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 y sistemas

reguladores de la concentracion dc iones de hidrogeno. Posee una constante de

disociacion basica, tal que una solucion de 50 mM de Tris corresponde a un pH de

104, el cual protege a los espermatozoides de cambios de pH, por este motivo para ser

utilizado en la criopreservacion de semen requiere estar asociado con el acido citrico

(Anduaga, 1980).

Propiedades del Tris: ensayo 2 99.8%; impurezas 5 0.005% insolubles S 2% de agua;

usado entre 7 a 9 pH; pKa (25 °C) 8.1_ bp 219-220 °C/10 mmHg(liL); mp 167-

172 °C(lit.); Trazas cationicas Fe: 5 5 ppm metales pesados (as Pb): S 5 ppm.

Sinonimo: 2-Amino-2�024(hydroxymethy1)-1,3�024propanediol,THAM, Tris base,

Trometamol. Formula lineal NH2C(CH2OH)3 (Sigma-Aldrich, 2017).

2.2.6.Uso de yema de huevo en la crioconservacién espermaitica

La yema de huevo es utilizada en los medios de conservacion del semen, por el efecto

protector que ejercen las lipoproteinas de baja densidad y la lecitina

fundamentalmente, contra el shock provocado durante el enfriamiento (periodo de

equilibrio) previo al proceso de congelacién. Tanto las lipoproteinas de baja densidad

como la lecitina, realizan igual accion protectora para los espermatozoides durante el

shock térmico severo, aunque las lipoproteinas son superiores durante el enfriamicnto

y almacenaje en fn'o (Martinez et al., 201 I).
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La yema de huevo es un ingrediente comfmmente utilizado para proteger a los

espennatozoides contra el choque ténnico por frio, ademés la fraccién lipidica de la

yema de huevo (lecitina y cefalina) tiene una accién protectora, y la fraccién

lipoproteica, un efecto conservador (Daza, 1994), ya que preserva la motilidad e

integridad de las membranas del acrosoma y mitocondrias del espermatozoide ademés

es un buffer osmético, se ha notado que la yema de huevo protege durante la

congelacién, ya que se adhiere a la membrana y la recubre, esta facultad de proteccién

se adjudica a la gran densidad de la fraccién de lipoproteinas (Carpio, 2015)�030

2.2.6.1. Yema de huevo de gallina

El huevo de gallina tiene 57% de clara, 32% de yema y 12% de céscara (Mendiola,

2002).

Cuadro 1. Composicién quimica del huevo de la gallina.

Componente Componente

Agua, g 74.00 1-Iierro, mg 2.10

Energia, Kilocalorias 158.00 Fésforo, pg 180.00

Proteinas, g 12.10 Zinc, mg 1.44

Hidratos de carbono, g 1.20 Vitamina B1 (Tiamina), mg 0.09

Acidos grasos saturados, g 3.35 Niacina (Acido nicotinico), mg 0.10

Acidos grasos monoinsaturados, g 4.08 Acido félico, pg 65.00

Acidos grasos poliinsaturados, g 1.24 Vitamina B12 (Cianocobalamina), pg 66.00

Colesterol, mg 548.00 Vitamina B6 (Pi}401doxina),mg 0.12

Fibra dietética, g 0.00 Vitamina C (Acido ascérbico), mg 0.00

Vitamina A (equivalentes de Retinol),

Calcio, mg 56.00 227.00

113

Magnesia, mg 12.00 Vitamina D3, pg 1.80

Taller (2008).
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2.2.6.2. Huevo de codomiz

La estructura del huevo de codomiz es la siguiente: yema (42.3%), clara (46.1%),

membranas (1.4%), y césmra (10.2%). En la yema se encuentran las principales

vitaminas, hpidos yminerales del huevo y por ello es 1a pane nutricionalmente més

valiosa. Su contenido en agua es de aproximadamente e1 50%. E1 huevo dc codomiz

tiene una concentracion mayor (P < 0.05) de proteinas, extracto etéreo y calcio en los

huevos de codomiz que en los de gallina, de la misma manera la concentracién de

écidos grasos omega 3 del tipo écido eicosapentaenoico en los huevos dc codomiz es

tres veces mayor que en los huevos de ga11ina(Mendio1a, 2002).

Cuadro 2. Composicién proximal de huevos de codomiz (g/100 g de porcién

comestible).

 �024�024�034:_%

 

 

Proteina (N x 6.68) 11.63 :1: 2.6 15.63 i1.9 13.63 i 2.1

Lipidos n.d. 33.61 i 2.2 12.59 :1: 2.2

Colesterol 1.13 t 0.2

Gonza'11ez(20l 1).

Minerales: La composicién mineral del huevo de codomiz esté representado por

calcio (0.08%), fosforo (0.22%), cloro (0.13%), potasio (0.14%), sodio (0.13%),

azufre (0.19%), hierro (0.031%), manganese (0.33%), cobre (1.86%), yodo (0.09%),

y magnesio (0.04%) [Mendio1a, 2002].

Acidos grasos: Un total de seis écidos grasos fueron identi}401cadosen el huevo de

codomiz 1os cuales son: miristico, palmitico, palmitoleico, esteérico, oleico y

linoleico. E1 écido oleico 18:1 resulto ser el mas abundante, correspondiendo a un
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44.68 4: 0.88% del total de zicidos grasos, cl acido miristico, 14:0 se encontré en menor

porcentaje y dentro de los écidos grasos poliinsaturados, cl écido hnoleico, 18:2 fue el

que se encontré en mayor proporcién.

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

Se observé que las composiciones brutas de yema de huevo de gallina y yema de

codomiz eran muy similares. Por lo tanto, la proporcién de lipidos a proteinas y de

triglicé}401dosa fosfolipidos fueron cercanas. Sin embargo, hubo diferencias

signi}401cativasde detalle; la particién de los fosfolipidos the diferente entre la yema de

huevo dc gallina y la yema de huevo de codomiz; yema de huevo de codomiz contenia

més fosfatidilcolina ymenos fofatidiletanolamina que la yema de huevo de gallina. La

proporcién fosfatidilcolina /fofatidiletanolamina de la yema de huevo de codomiz fue

aproximadamente el doble que la de la yema dc huevo de gallina. Los lipidos totales

de yema de huevo de codomiz se componen principalmeme de écidos grasos

monoinsaturados (MUFA) de 51.6%, écidos grasos saturados (SFA) de 34.0 y 14.4%

de écidos grasos poliinsaturados (PUFA). Los écidos grasos principales fueron écido

oleico (18: 1), écido palmitico (16: O) y écido linoleico (18: 2 n-6). Los lipidos totales

de yema de codomiz contienen signi}401cativamentemés MUFA y menos PUFA que la

yema de huevo de gallina, mientras que las proporciones de SFA eran similares en

ambas yemas de huevo. Por ejemplo, los lipidos totales de yema de codomiz contenian

entre 1.5 y 2 veces menos écido linoleico, écido araquidénjco (20: 4 n-6) y écido

docosahexaenoico (22: 6 n�0243)y mas écido oleico y écido palmitoleico 16: 1) que la

yema de huevo total (Trimeche er al., 1997).
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Cuadro 3. Composicién de los écidos grasos del total de lipidos de la yema dc huevo

de gallina y codomiz.

Acido graso Porcentaje total de écidos grasos

Codomiz Gallina

Min'stico (14:0) 0.75 i 0.11 0.36 i 0.07

Palmitico (16:0) 28.04 i 0.26 27.40 1: 1.19

Palmito1eico(16:1) 5.91 :1: 0.55 4.00 :1: 0.49

Estezirico (18:O) 8.71 i 0.49 9.05 1 1.38

Oleico (18:1) 44.68 1 0.88 43.01 :h 1.80

Lino1eico(18:2) 11.91 i1.34 15.62 i 0.86

Gonzé1ez(2011).

Cuadro 4. Composicién general de la yema de huevo de gallina y de codomiz (g / 100

g de yema fresca).

Yema de huevo de Yema de huevo de

gallina codomiz

(n = 12) (n = 8)

Proteinas 15.8 :1: 0.4 14.2zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAt 0.8

Lipidos 32.0 1: 0.4 31.7 i 0.7

Triglicéridos 21.9 i 0.3 21.5 :t 0.2

Fosfolipidos 8.8 i 0.3 9.1 i 0.2

Colesterol 1.3 i 0.1 1.1 :1: 0.1

Lipidos/proteinas 2.0 i 0.1 2.2 :4: 0.1

Txiglicéridos/Fosfolipidos 2.5 i 0.1 2.4 at 0.1

Tn'meche et al. (1997).
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Cuadro 5. Reparticion de fosfolipidos de yema de huevo de gallina y de codomiz (%

de fosfolipidos totales).

Yema de huevo Yema de huevo de

de gallina codomiz

(n = 12) (n = 8)

Cardiolipina 0.3 1 0.0 0.3 i 0.1

Fosfatidiletanolamina 21.7 éc 0.4 13.7 d: 0.6*

Fosfatidilinositol 0.7 :1: 0.1 0.3 :i: 0.0*

Fosfatidilserina 09 :h 0.1 0.7 :f: 0.0

Fosfatidilcolina 76.1 t 0.4 84.5 i 0.5*

Es}401ngomielina 0.5 :1: 0.1 0.6 i 0.0

Fosfatidilcolina/Fosfatidiletanolamina 3.5 :i: 0.1 6.2 i 0.3�030

* En la misma }401la,las medias di}401erensigni}401cat1'vamente(P 2 0.05).

Trimeche et al. (1997).

2.2.7. Fisiologia de la membrana plasmética del espermatozoide

La con}401guracionbilaminar de las cadenas de écidos grasos de los fosfolipidos, junto

con las proteinas integrales y periféricas, confonnan una barrera hidrofobica di}401cilde

atravesar. Los fosfolipidos de la membrana se pueden mover lateralmentc en la

membrana, por lo que se dice que la membrana es un mosaico }402uido.La fluidez de la

membrana puede alterarse por Varios factores entre ellos temperatura. A1 bajar esta se

produce un reacomodo de las cadenas de fosfolipidos en forma de paquetes, ya sea en

forma bilaminar o hexagonal, forméndose con esto regiones cristalinas. Sin embargo,

l1ay regiones en las que todavia existen liquidos, y aquellas proteinas que fueron

separadas del bloque cristalino se reagrupan, dc fonna que se construycn brechas de

comunicacién en la membrana (Beall, 1983; Parks yGraham, 1992).

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

el n'tmo de congelamiento es répido (reduccién de temperatura mayor a 10 �02420
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°C/min) al agua intracelular no Ie da tiempo de salir, por lo que se forman cristales

que, al aumentar el ritmo dc congelamiento, se hacen cada vez mas peque}401os,hasta

hacerse imperceptibles aun con el microscopio electronico. Este es saludable para la

célula mientras permanezca en ese estado. No obstante, esos microcristales son

termodinamicamente inestables, por lo que, al ser descongelados, tienden a agruparse

(ciistalizacion) y fonna: cristales mas grandes. Que, si son letales para la célula, por

lo que la solucién es un ritmo de descongelamiento rzipido. No se conoce bien la fonna

como el proceso de recristalizacién daha a la célula. Se cree que no es }401sicoel da}401o,

es mas, se piensa que directamente es inocuo, pero que genera cambios letales en el

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

Hay evidencias 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 situacién, la proporcién de hielo extracelular es tan grande que le causa dafio a la

membrana por su lado extemo (Mazur, 1984).

2.2.8. Evaluacién del semen

La evaluacion espennatica es valorada subjetivamente, por medio de la observacién

de una muestra dc semen a través de un microscopic. Este método es el més simple,

rapido y barato de evaluar la motilidad, pero tiene el inconveniente de ser altamente

subjetivo (Mui}401oer al., 2007).

Después de su obtencion, para evaluar las caracteristicas macroscépicas generalmente

se coloca en ba}401oMan'a a 30 a 32 °C y se examina el volumen, color y aspecto (Galina

y Valencia, 2008). El semen debe tener aspecto opaco y relativamente uniforme,

indicative de alta concentracion de células esperméticas. Las muestras translucidas

contienen pocos espermatozoides, la muestra debe estar libre de contaminantes. Los

23

 
cc Repositorio Institucional – UNAMBA - PERÚ  



animales jévenes y los de menor talla pueden producir menores vol}401menesde semen.

La elevada frecuencia de eyaculado reduce los niveles de concentracién (Hafez y

Hafez, 2000).

Se debe hacer un anzilisis microscépico inicia] de la muestra sin diluir paxa estimar el

mimcro de espermatozoides por campo y decidir sobre la dilucién a utilizar para la

detenninacién de los pa.rémetros microscépicos. Se utiliu un volumen de semen de

l0 uL entre lamina y laminilla, a una magni}401caciénde l00X (lente objetivo de l0X y

ocular de 10X), que permita la visualizacién de }402lamentosde moco y la aglutinacién

de los espermatozoides. Luego se debe pasar a una magni}401caciénde 400X, como se

describe en la tabla 3; por ejemplo, si a una magnitud de 40OX se observan entre 40 y

200 espennatozoides por campo, para el recuento se debe diluir la muestra l:20 (1

parte de semen mas I9 panes del diluyente para recuento). La temperatura para evaluar

la motilidad y progresién de los espennatozoides idealmente debe ser de 37 °C; sin

embargo, se puede hacer entre 20 y 24 °C siempre y cuando sea constante, ya que la

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

2.2.8.1. Concentracién espermsi}401ca

La concentracién o n}401merode espermatozoides son una variable contundente en

relacién con la fertilidad (Rodriguez-Martinez, 2013). El método inicia] utilizado en

la mayoria de los centros es estimar la concentracién de espennatozoides por un

recuento mediante la técnica hemocitométrica o por una detenninacién

espectrofotométrica de la turbidez de una dilucién medido de una muestra de semen

(Vijaya at al., 2013).
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2.2.8.2. Motilidad esperm}401tica

La motilidad esperrnatica es historicarnente, Ia prueba mas comfm de la calidad del

espenna, principalmente debido a la facilidad de evaluacién bajo una variedad de

condiciones. Biologicamente, la capacidad de un espermatozoide para ser mévil es

ciertamente necesario para la fertilidad, pero el tipo y motilidad puede verse afectada

por las condiciones (por ejemplo, cambios calientes, frios, osméticos) que se determina

la prueba. Por lo tanto, la prueba de motilidad espermatica debe Ilevarse a cabo bajo

condiciones bien controladas, de modo que los resultados re}402ejenla calidad inherente

del esperma del semental probado y no in}402uenciasiatrogénicas (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 y todavia es el parametro mas

utilizado para valorar la calidad de un eyaculado 0 de una dosis de semen refrigerado

o congelado, para la migracién espennatica a través del tracto genital de la hembra

ocurra normalmente, y sobre todo para el establecimiento de un reservorio espermatico

en el oviducto, los espermatozoides han tener movi1niento activo; pero ademés, Ia

motilidad es también una manifestacion de integridad estructural y de competencia

funcional del espermatozoide (Mui}401oetal., 2006). La motilidad puede ser:

a) Motilidad 0 movimiento en masa

Nonnalmente la motilidad masal se valora de forma subjetiva en una escala de 0 a 5,

con una puntuacion de 5 cuando se observan oleadas o remolinos con movimiento

répido y vigoroso, y de 0 cuando no se observa movimiento en ondas. Tras la dilucion

del eyaculado fresco, o tras la descongelacién de dosis de semen congelado, se estima

el porcentaje de espennatozoides individuales que estén en movimiento y el tipo de

movimiento que realizan progresivos o no progresivos (Mui}401o,2008).
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b) Motilidad individual progresiva

La motilidad progresiva es un indicative de que los espermatozoides son viables, por

ende, es una de las principales pruebas que se realizan en las diferentes especies

(Squires er al., 2004; Flores, 2005).

La metodologia para la observacién de la motilidad individual en el microscopic es

utilizando aumento de 40X y se debe diluir una gota de semen en citrato de sodio a1

2.9%, el cual debe estar a la temperatura de 37 °C para evitar el choque térmico que

inmovilizarian a los espermatozoides y/o causaria su muerte, luego se coloca una gota

del semen diluido en un portaobjetos precalentado y se pone un cubreobjetos, luego se

observa el movimiento del espermatozoide (Hemémdez, 2012). El movimiento normal

del espennatozoide es el que realiza en fonna progresiva y en linea recta,

encontraindose correlacién entre el movimiento rectilineo y la fenilidad (Rigau et al.,

2001; Rodriguez-Martinez, 2007).

2.2.8.3. Morfologia

El anélisis morfolégico de los espermatozoides es uno de los principales componentes

de la evaluacién de las caracteristicas de una muestra seminal. La valoracién de la

morfologia del espemiatozoide sc basa en la relacién directa que haya entre la

proporcién de espermatozoides anormales en el eyaculado, el tipo de defecto

morfolégico y su relacién con la fertilidad in vivo de los toros (Hidalgo er al., 2002).

La morfologia esta estrechamente relacionada con la motilidad espermética en forma

mas directa, y se mide en porcentaje de espennatozoides con defectos de morfologia.

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

méximo se acepta 20 a 30% de atipias (Agiiero, 2012).

2.2.8.4. Vitalidad

Esta caracteristica mide el numero de espermatozoides vivos y se expresa como el

porcentaje de células muertas, una vez da}402ado,los espermatozoides no son capaces de

volver a sellar el plasmalema comprometida, y por lo tanto, no puede mantener esas

concentraciones de iones y co-factores esenciales para la supervivencia de los

espennatozoides, el desarrollo de la tecnologia utilizando tincién }402uoréforosde acidos

nucleicos, enzimas intracitoplasmziticas, o potencial de membrana ha proporcionado

nuevas herramientas para la evaluacién de la funcionalidad de los espermatozoides

(Januskauskas y Zilinskas, 2002).

Para medir la vitalidad de una muestra de semen, se utilizan colorantes vitales, tales

como el colorante eosina - nigrosina, con el cual los espermatozoides muertos seran

te}401idosdc color rojo 0 en rosa, mientras que los vivos quedan sin te}401ir,esto debido a

que el colorante, cuando existe da}401oa nivel de la membrana celular, como en la célula

espennénca muerta, es capaz de atravesarla y colorearla; aquellos espermatozoides

que se observan en la lamina sin te}401irse,son aquellos espermatozoides que poseen una

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

2.2.8.5. Integridad de la membrana plasmzitica del espermatozoide

La membrana espennética es una estructura heterogénea y dinémica que presenta

cinco dominios diferentes: acrosoma, segmento ecuatorial, regién post-acrosoma],

pieza intennedia y cola, ademas; participa en el reconocixniento y transpone de

moléculas, con funciones especi}401casque permiten que el espennatozoide 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 dc criopreservacién se produce una disminucién aproximada del

50% en la viabilidad esperrnética, debido principalmeme al efecto de la temperatura y

la presion osmotica, ocurriendo cambios en la organizacion morfolégica de las células,

tales como la penneabilidad, composicién lipidica de las membranas espennalicas y

en el liquido intracelular (Thomas et al., I998).

La integridad de la membrana espetmatica es fundamental para el metabolismo

espennatico e imprescindible en Varios eventos involucrados en la fecundacion, como

lo son la capacitacion, la reaccién acrosomica y la }401isioncon el oocito (Madrid-Bury,

2004; Rota et al., 2000; Watson, 2000), lo cual, garantiza Ia fertilidad del macho

reproductor.

2.3. MARCO CONCEPTUAL

2.3.1. Semen

Conjunto dcespermatozoides y sustancias }402uidasque se producen en el aparato genital

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

El semen es el eyaculado que esta compuesto de espermatozoides y plasma seminal,

los testiculos proveen los componentes celulares (espermatozoides) y las glandulas

accesorias proveen la mayor parte de la porcién liquida (plasma seminal) [Garner y

Hafez, 2000].

28

 
cc Repositorio Institucional – UNAMBA - PERÚ  



2.3.2. Espermatozoide

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

células alargadas consislentes, con cabeza aplanada portadora de micleo y una cola que

es el aparato necesario para la motilidad celu1ar(Knobit et al.. (1998).

Los espennatozoides (gametos masculinos) fonnan pane de la suspension celular

liquida llamada semen, Los espermatozoides se forman en los t}401bulosseminiferos de

los testiculos. En dichos t}401bulosse encuentran las células gemiinales que }401nalmente

se convenirén en los gametos masculinos. Los espermatozoides maduros se dividen

segtm su estructura anatomica en cabeza (conteniendo el micleo) y cola (permite su

motilidad). Contiene un acrosoma, estructura dc doble pared, que es una estructura

ubicada entre la membrana plasmatica (que recubre al espermatozoide) 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 y caudal (Curbelo y Rodriguez, 2013).

Gamelo masculino, destinado a la fecundacion del ovulo (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 espennatozoides ocurre en la cabeza y el cuerpo del epididimo y el

almacenamiento ocurre en la cola del epididimo, con esta consideracion, es importante

se}401alarque se podrian obtener espermatozoides viables provenientes de la cola del

epididimo con movilidad y capacidad fertilizame, poco tiempo después de la muerte

del animal, que podrian ser procesados y congelados para su posterior uso en

inseminacion arti}401cial(Albers y Barrios, 2006).
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2.3.4. Dilutor

Solucién acuosa que permite aumentar el volumen del eyaculado hasta conseguir las

dosis necesaxias, preservar las caracteristicas funcionales de las células espermziticas y

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

Por diluyente entendemos la solucién acuosa que pennite aumentar el volumen del

eyaculado hasta conseguir las dosis necesarias y preservar las caracteristicas

funcionales de las células esperméticas y mantener el nivel de fertilidad adecuado

(Gadea, 2003).

2.3.5. Criopreservacién

La criopreservacién es el proceso por el cual células 0 tejidos son congelados a bajas

temperaturas, generalmente a la temperatura de ebullicién del nitrégeno 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 et al.,

2010)
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111. MATERIAL Y METODOS

3.1. Localizacién

El estudio se realizé en el Laboratorio de Reproduccién Animal de la Universidad

Nacional Micaela Bastidas de Apurimac, ubicado en Patibamba Baja del distrito y

provincia de Abancay del depanamento de Apurimac, Peru. Localizado a 13° 38�03130�035

Latitud Sur y 72° 53�03116�035Longitud Oeste, y esta a 2320 m de altitud (Google Earth,

2017).

3.2. Material biolégico

Se utilizaron al azar 30 testlculos dc toros criollos inmediato a postmortem mayores

de 3 a}401osde edad (aproximados por la visualizacién de los dientes incisivos Z 6),

bene}401ciadosen el Camal Municipal de Abancay. Los epididimos fueron extraidos

mediante separacién del cordén espermatico, ninica vaginal y t}401nicaalbuginea. Luego

se colocé en bolsas plasticas estériles, en una wja con tapa de poliestireno y se
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transporto hasta el Laboratorio de Reproduccién Animal, a una temperatura entre 20 a

25 °C alrededor de 60 min.

3.3. Dise}401oexperimental

Se formaron tres grupos de tratamiento (T) de dilutores de espermatozoides, T1: Tn's

�024yema de huevo de codomiz al 15% (n = 10); T2: Tris �024yema de huevo dc codomiz

al 20% (n = 10); T3: Tris �024yema de huevo dc gallina al 20% (n = 10). Las muestras

de los espermatozoides epididimarios, se evaluaron antes y después de la congelacion.

3.4. Coleccién de espermatozoides

Los espermatozoides epididimarios se colectaron mediante la técnica de lavado por

}402ujoretrograde, que consiste en los siguientes procesos:

o Para la recuperacién de los espermatozoides, de cada testiculo se disecciono la

cola del epididimo y el conducto deferente; se retiro la timica vaginal y los

vasos sanguineos.

0 Se localizo la zona media de la cola del epididimo, se realizé un cone

transversal anterior al comienzo de la disminucién del diémetro epididimal,

para obtener los espemiatozoides.

- Se intmdujo una aguja de 21 G con puma �034roma�035unida a unajeringa de 5 mL,

se coloco el dilutor Tris �024yema de huevo segim los tratamientos, en el lumen

del conducto deferente y se perfundio lcntamente. Las paredes del conducto

deferente se sujetaron con pinza "mosquito" contra la aguja para evitar la

pérdida del dilutor. Luego, se obtuvo lentamente cl liquido espemiatico

epididimario por el extremo seccionado de la cola del epididimo, hacia el tubo
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conico de 15 mL, seguidamente se colocé a ba}401oMaria a 37 °C, de alli se

evaluo las caractcristicas espennéticas descritas como variables de respuesta.

3.5. Evaluation espermaitica

3.5.1. Motilidad espermiitica

a) 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 valoracién subjetiva de 0 a 5 grados

considerando 0 cuando hay ausencia de movimiento y 5 cuando existe ondas

con movimiento muy répido y vigoroso.

b) Motilidad total: Para la evaluacién de la motilidad total de espennatozoides

colectados del epididimo, se mezclé 5 },LL de espennatozoide con 10 pl. de

cloruro de sodio a 0.9% a 37 °C en tubos eppendorf de 2 mL, de alli se aspiro

5 pL y se coloco sobre la lamina ponaobjeto que se encuentra sobre una platina

atemperada a 37 °C. Para el conteo de los espermatozoides se utilizé una

cémara }401lmadora,se grabo varios campos microscopicos y luego se realizo el

conteo en los videos. La motilidad total, fue considerada el total de

espermatozoides motiles expresada en porcentaje, se contabilizo 200 células

esperméticas en diferentes campos microscopicos.

c) Motilidad rectilinea progresiva: Se siguio el mismo procedimiento descrito

para la motilidad total de espermatozoides. Se re}401erea la movilidad

espennatica con movimientos rectilineos con una tendencia recta que atraviesa

e1 campo microscépico. Fue expresada en porcentaje.
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3.5.2. Vitalidad espermaitica

La vitalidad espermética fue evaluada utilizando la solucién de eosina/nigrosina. Se

colocé una alicnota de 5 ;LL de solucién y la misma cantidad espexmétjca sobre una

lémina portaobjeto atemperada a 37 °C, se mezclé y se realizé el frotis, luego de dejé

seca: a1 ambiente. Se conté 200 células esperméticas en microscopic éptico a IOOX,

se consideré espermatozoides muertos aquellos coloreados y fue expresado en

porcentaje.

3.6. Preparacién de dilutores y dilucién

Los componentes sélidos del dilutor seg}401nCuadro 5, se pesé en una balanza analitica,

se preparé en tubos cénicos de 45 mL 12 h antes de su uso. Se formé dos fracciones

A y B, la fraccién A contenia el dilutor base mas espennatozoides, mientras la fraccién

B comenia cl dilutor mzis glicerol al 5%. La dilucién fue 4 2 1 (4 panes de dilutor y 1

parte de espermatozoides) unidas a una misma temperatura.

Se utilizé yema de huevo de codomiz y de gallina puesta del dia. Se separé la yema de

la clara del huevo sobre papel toalla, se colocé en tubos cénicos dc pléstico de 15 mL.
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Cuadro 6. Composicién del dilutor Tris �024yema de huevo de codomiz (TYHC) 0 de

ga11ina(TYHG).

T1 T2 T3

TYHC 15% TYHC 20% TYHG 20%

Tn's (g) 3.630 3.630 3.630

Acido citrico (g) 1.990 1.990 1.990

Glucosa (g) 0.500 0.500 0.500

Yema de huevo (mL) * 15 20 20

Glicerol (mL)�030* 5 5 5

Penici1ina(UI) 10000 10000 10000

Agua bidestilada csp (mL) 100 100 100

* Dc gallina o codomiz

�030*Usado para la }401acciénB del dilutor

3.7. Enfriamiento de espermatozoides

Se rcalizé durante 2 11 hasta llegar a 15 °C, luego se colocé a refrigeracién a 4.5 °C por

2 h hasta su equilibramiento. Luego se unié las dos fracciones.

3.8. Empajillado

Se utilizé pajuelas dc 0.25 mL, previamente rotuladas y enfriadas, el llenado de las

pajuelas fue por absorcién manual, se sellc�031)con alcohol po1ivim'1ico en su extremo

libre, este procedimiento se realizé alrededor de 5 °C dentro de la refrigeradora.

3.9. Congelacién

Se utilizb una caja de poliestireno con contenido de nitrégeno liquido hasta un nivel

de 4 cm. Las pajuelas se colocaron sobre una parrilla de congelamiento a 4 cm del

nivel de nitrégeno liquido, por espacio de 15 min. Luego se sumergié las pajuelas al

nitrégeno liquido para su congelacién.
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Las pajuelas fueron colocadas en globets, luego en canes y canastas. Se almacené en

tanque criogénico a -l96 °C hasta su evaluacién posterior.

3.10. Descongelacién

El descongelamiento se realizé después de 3 dias de congelado los espennatozoides,

se utilizé un termo de descongelacién a 37 °C por l min, luego se evalué los

espermatozoides descongelados.

3.11. Amilisis estadistico

Para el amilisis estadistico se utilizé el programa SAS v 9.4. Las variables de respuesta

al principio se comprobaron la normalidad y homogeneidad de varianzas mediante la

prueba Shapiro-Wilk a través del procedimiento UNIVARIATE, luego se utilizé el

procedimiento GLM (modelo lineal general) para datos desbalanceados y se realizé el

anélisis de varianza bajo el dise}401ocompletamente al azar, determinando la

signi}401cancia(P < 0.05) entre grupos, cuyo modelo fue:

Yij = p.+Ti+eij

Donde:

Yij = Representa la variable de respuesta (motilidad masal, motilidad total,

motilidad rectilinea progresiva, vitalidad)

p = Es la media general

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

Tns - yema de huevo de gallina 20%)

Eij = Es el error experimental
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Motilidad masal

Los resultados se muestran en el Cuadro 7. Los tratamientos dilutor Tris - yema de

huevo de codomiz al 15 y 20%, Tn's �024yema de huevo de gallina al 20% no afectan

(P > 0.05) la motilidad masal de los espermatozoides frescos y congelados. La

motilidad masal es diferente (P < 0.05) entre espermatozoides epididimarios frescos y

congelados (media i desviacién esténdar; 4.0 i 0.59 vs 2.1 i 0.59). Entre las variables

de estudio tipo de dilutores y espennatozoides frescos y congelados no hubo

interaccién (P > 0.05), Figura 1.
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Cuadro 7. Motilidad masal (media st desviacién esténdar) de espermatozoides

epididimarios de toros criollos colectados a postmonem con dilutor Tris - yema de

huevo de codomiz y gallina en criopreservacién.

M, d,, ,,,,e,,,, ,, TE»-*'"*"°_1<"ET
Frescos Congelados

codomiz 1595 10 4.3 1: 0.51 8 2.1 t 0.55 b

coda"-.|1 20% 10 3.8 1 0.80 3 2.1 1 0.74 '3

Gama 20% ,0 3.9 1 0.47 8 2.2 1 0.43 b

Letms de superindice distintas dentro de la misma }401la,expresan diferencias (P < 0.05)

I C 0

§ 4 o�030\�030" �030"~-»�024�030.______>o _____g

9 O G

'5':
E 3 o o o

E _

2 O O 5zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

�030 0 0

5'.

nmc 155 nmc zms Mac 2090

Conaelatiénz ~�024o�024pre �024�024o�024pos

Figura 1. Motilidad masal de espermatozoides epididimarios de toros criollos

colectados a postmortem, utilizando dilutor Tris - yema de huevo de codomiz al 15 y

20% (TYHC), Tris - yema de huevo de gallina al 20% (TYHG) antes y después de la

congelacién.
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Entre los dilutores Tris �024yema de huevo del codomiz al 15 o 20%, yema de huevo de

gallina al 20%, tienen efectos similares sobre la motilidad masal de espennatozoides

epididimarios. El movimiento de los espermatozoides es un indicador de la posibilidad

de fertilidad, ambas yemas de huevo preservaron la motilidad espcrmatica. Trimeche

eta/. (1997)demostraron que la yema de huevo, ya sea de gallina 0 de codomiz, mejora

signi}401cativamentela supervivencia de los espermatozoides criopreservados de burros

Poitou. La cantidad de sus componentes de la yema de huevo de codomiz al 15% seria

su}401cientepara preserva: la motilidad espenna}401ca,como lo hace la yema de huevo de

gallina al 20% con el dilutor Tris. La composicién quimica y lipidica de la yema de

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

Respecto a la motilidad masal entre espermatozoides frescos y congelados, los

resultados de esta investigacién son similares a los reportes de Ribeiro-Peres er al.

(2014) que obtuvieron 3.5zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAt 0.5 para espemmtozoides frescos, 2.1 i 0.8 para

congelados por método convencional, y 2.0 1 0.6 por método automatizado; Luzén

(2015) encontré 86% de motilidad masal para espermatozoides epididimarios

colectados 2 h postmortem. Barbosa et al. (2012) reponaron en espermatozoides en

fresco 3.6 d: 0.7, descongelados 1.3 1 0.5; Martins et al. (2009) encontraron antes de

la congelacién 3.2 i 0.5, después de la congelacién 2.6 :i: 0.5 para los espermatozoides

provenientes de epididimos refrigerados a 5 °C. Las muestras de espermatozoides

frescos presentaron resultados superiores en las motilidades y otros parametros cuando

comparados a los métodos de congelacién convencional y automatizado (Ribeiro�024

Peres er al., 2014).

En la evaluacién de la motilidad masal, entre espermatozoides epididimarios antes y

después de la congelacién, hubo diferencia, posiblemente por el aumento del da}401o
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celular debido a los fenémenos }401sicosy quimicos que se producen durante la

congelacién del espermatozoide. Sobre las causas que producen el da}401oespermético

por el proceso de la congelacién �024descongelacién, existen varias hipétesis como shock

por frio, estrés osmético, formacién de c}401stalesdc hielo y da}401ooxidativo (Watson,

2000).

4.2. Motilidad total

La motilidad total de los espermatozoides antes y después de la congelacibn son

similares (P > 0.05) al usar los dilutores Tris - yema de huevo de codomiz al 15 y 20%,

Tris �024yema dc huevo de gallina a] 20%. Los espermatozoides epididimarios frescos

tienen mayor (P < 0.05) motilidad que los frescos (82.5 i 8.78 vs 38.9 i 9.66%). En

la Figura 2, entre factor de concentraciones de yema de huevo dc codomiz 15 y 20%,

gallina 20%, y el factor espennatozoides frescos y congelados no hubo interaccién

(P > 0.05).

Cuadro 8. Porcentaje dc motilidad total (media i desviacién esténdar) de

espermatozoides epididimarios de toros criollos colectados a postmortem con dilutor

Tn's �024yema de huevo de codomiz y gallina en criopreservacién.

,,,,,,, ,,, ,,,,,,,,,  
n Frescos Congalados

codomk 15,�030 10 34.3 i 7.27 a 35.9 1 9.77 b

codomiz 20% 10 81.0 1 9.87 a 37.7 1 12.93 b

Gamna 20% 10 82.3 i 9.21 a 43.0 3; 6.28 b

Letras distintas dentro de la misma }401la,expresan diferencias (P < 0.05)
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Figura 2. Motilidad total de espermatozoides epididima}401osde toros criollos

colectados a postmonem, utilizando dilutor Tris - yema de huevo de codomiz al I5 y

20% (TYHC), Tris - yema de huevo de gallina al 20% (TYHG) antes y después de la

congelacién.

Estudios sobre motilidad total espermética fueron reportados por Quispe (2015) en

semen fresco 80.06:tl1.68 (0 11 de refrigeracién a 5 °C), 49.26:i:15.68 para semen

descongelado; Martins at al. (2009) antes de la congelacién 78.1 i 10.2% (0 h de

refrigeracién a 5 °C), después de la congelacién 51.6 1 1 1.6 %; Ribeiro-Peres er al.

(2014) encontraron para espermatozoides frescos 74.5 :1: 5.2, para congelados 29.5 i

14.9 (conge1aci(')n convencional), 25.5 :t 12.] (congelacién automatizada). Luzén

(2015) reporta 76% para espennatozoides frescos procedentes de epididimos 2 h post

monem, incluso se}401ala26% de motilidad hasta 120 h postrefrigeracién espermética.

Otros estudios por Barbosa et al. (2012) reponan rnotilidades espennéticas en fresco

74 i 7.0, congelados 30.0 :t 8.2; Saavedra el al. (2012) obtuvieron para semen fresco

51.5 1 2.50 en la ganaderia uno, y 53.17 1 33] en la ganaderia dos. Los resultados de
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este estudio se encuentran dentro de los rangos mencionados, aunque superior al

reporte de Albert y Barrios (2006) que encontraron en espermatozoides frescos 34.23

y 268, cuya coleccion fue de epididimos transportados bajo dos diferentes

temperaturas 35 y 25 °C respectivamente.

Las variaciones podrian deberse al tiempo dc coleccion de espennatozoides del

epididimo, componentes de los dilutores, cantidad de dilutor usado, estado }401siolégico

de| animal entre otros factores. Fiser y Fair}401}402l(1986) mencionan que la adicion dc

yema de huevo al dilutor tiene un efecto bené}401cosobre el porcentaje de motilidad,

después de un rapido enf}401amientodel semen a 10 y 5 °C, las lipoproteinas de baja

densidad acttxan como crioprotectores, contribuyendo a la proteccion contra el shock

de fn'o y manteniendo la viabilidad dei espermatozoide. Las lipoproteinas de baja

densidad como la lecitina, realizan igual accion protectora para los espermatozoides

durante el shock ténnico severo, aunque las lipoproteinas son superiores durante cl

enfriamiento y almacenaje en the (Martinez et al., 201 1). La fraccion lipidica de la

yema de huevo (lecitina y cefalina) tiene una accién protectora, y la fraccién

lipoproteica, un efecto conservador (Daza, 1994), ya que preserva la motilidad e

integridad de las membranas del acrosoma y mitocondrias del espermatozoide ademas

es un buffer osmético, se ha notado que la yema dc huevo protege durante la

congelacion, ya que se adhiere a la membrana y la recubre, esta facultad dc proteccion

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

El mecanismo preciso por el que la yema de huevo protege los espennatozoides

durante la congelacién - descongelacion aim no esta claro. Se sugiere que la yema de

huevo protege a los espermatozoides por dos mecanismos: induciendo resistencia al

frio y mejorando la supervivencia durante el almacenamiento; el fosfolipido es el
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componente responsable de la resistencia al choque de frio, estas lipoproteinas se

localizan en la fraccién soluble de la yema de huevo y se iden}401}401cancomo

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 0 en

combinacién con fosfatidilcolina, que es el fosfolipido e}401cazpara proteger los

espermatozoides.

La yema de huevo de codomiz tiene més fosfatidilcolina y menos

fosfatidiletanolamina, posee mejor indice de écidos grasos poliinsaturados, por lo que

la motilidad espermética mejora en el proceso de congelacién y descongelacién de

espermatozoides de burros Poitu (Trimeche er al., 1997). El efecto de la yema de

huevo de codomiz y de la gallina, en este estudio fue similar, entonces ambos

preservan los espennatozoides, posiblemente entre otros factores porque los écidos

grasos poliinsaturados permiten mayor cobertura al shock térmico y mayor

estabilizacion de la membrana acrosoma].

4.3. Motilidad rectilinea progresiva

Los resultados se observan en el Cuadro 9. Los dilutores Tris - yema de huevo de

codomiz al 15 y 20%, Tris �024yema de huevo de gallina al 20% acuian similannente

(P > 0.05) sobre la motilidad rectilinea progresiva dc espermatozoides frescos y

congelados. Esta motilidad es diferente (P < 0.05) entre espennatozoides frescos y

congelados (35.1 1 633 vs 16.9 t 4.39%)�030Entre los factores dilutores y los

espermatozoides antes y después de la congelacion no presentan interaccion (P > 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 1 desviacién

estzindar) de espermatozoides epididimarios de toros criollos colectados a postmortem

con dilutor Tris �024yema de huevo de codomiz y gallina en criopreservacién.

V.,... d, huevo ,, . 

Frescos Congelados

co¢gm|z 15 9;, 10 35.7 1 6.13 8 15.6 1 4.35 '3

codgrnll 2o 9; 10 35.1 1 7.79 8 16.4 1 4.69 b

cam"; 20 as 10 34.6 1 5.08 3 18.8 :I: 4.12 '3

Letras distintas dentro de la misma }401la,expresan diferencias (P < 0.05)

D D

O O

0

40 U 0

E 3 3 .
as _____j___A_r I ___ °

+5 ~�024.�024�024�024�024.
0

§ 3
1) o o

6 0 L�030

szyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA2 °
E o

-_ 1: C�030 8
- o _ _, A

o .,_ ~zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA'

E o 5__. ,5 w..a,�024--�024 o
5%�034W�031 ' ' �030 8
O O O

= :
ID

TYHC 1595 Wm 19,. was 2096

Congelacién: �024o�024pre + pos

Figura 3. Motilidad rectilinea progresiva de espermatozoides epididimarios de toros

criollos colectados a postmortem, utilizando dilutor Tn's - yema de huevo de codomiz

al 15 y 20% (TYHC), Tris - yema dc huevo de gallina al 20%(TY1-IG) antes y después

de la congelacién.

44

 
cc Repositorio Institucional – UNAMBA - PERÚ  



La motilidad rectilinea progresiva de los espemiatozoides frascos y congelados,

encontrados en esta investigacion, no fue afectado por los dilutores Tris - yema de

huevo de codomiz al 15 y 20%, Tris �024yema de huevo de gallina al 20%. Similar a la

motilidad espermatica total, los componentes de ambas yemas de huevo estarian

actuando de fonna similar, dado que la composicién quimica y lipidica son parecidas;

esta a}401rmacionpodria ser colaborada por Anton y Gandemer (1995), ellos mencionan,

que la composicién quimica y lipidica de la yema de huevo codomiz y de gallina son

similares. Sin embargo, Trimeche el al. (1997) demostraron que la yema dc huevo de

codomiz al 2, 10, 15 y 20% tuvo mejor resultado que huevo de gallina sobre la

motilidad de espermatozoides a postcongelacién de burros Poitou las yemas fueron

mezclados con el dilutor medio [NRA 82. Ellos observaron que la yema de huevo de

codomiz contiene menos écidos grasos poliinsaturados y mas fosfatidilcolina que la

yema de huevo de gallina; las diferencias en acidos grasos poliinsaturados y en

fosfolipidos entre yema de huevo de codomiz y de gallina, podria explicar el mejor

efecto crioprotector de yema dc huevo de codomiz. La cantidad de sus componentes

de la yema de l1uevo de codomiz a] 15%, en el presenta estudio, seria su}402cientepara

preservar la motilidad espermatica, como lo hace la yema de huevo de gallina al 20%

con el dilutor Tris.

La motilidad rectilinea progrcsiva de los espennatozoides encontrados en este estudio

para espennatozoides frescos y congelados fueron similares a los obtenidos por Quispe

(2015) para semen fresco 44.76i10.31 y 19.57i5.18 en semen congclado, pero fueron

inferiores a los repones de Valverde (2016) quien encontré motilidad individual

progresiva de espermatozoides colectados del epididimo transportados a dos

temperaturas, para espermatozoides frescos 84.2 i 1.54 (5 °C), 67.5 i: 7.04 (20 °C), a

la descongelacién 33.4 i 2.4 (5 °C); 22.8 i 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 anélisis de

semen; estos factores podrian in}402uiren los valores altos de motilidad. En otro estudio

Cunha et al. (2016) obtuvo la motilidad en fresco 57.5 i 1.8%, a la postdescongelacién

35.2 1 4.1%. Las diferencias encontradas podrian ser explicadas por el tipo de dilutor

utilizado, protocolo de dilucién, congelacién, procedimiento de evaluacién

espennética, tama}401omuestral; ademés de los efectos de la yema de huevo descrito

antes.

4.4. Vitalidad

Los resultados se ven en el Cuadro 10. La vitalidad de los espermatozoides frescos y

congelados son afectados similarmeme (P > 0.05) al usar dilutores Tris - yema de

huevo de codomiz al 15 y 20%, Tris �024yema de huevo de gallina a] 20%. La vitalidad

de los espennatozoides frescos es mayor (P < 0.05) que los congelados (85.8 i 2.64

vs 54.7 :b 5.20%) independientemente al tipo de dilutor. En la Figura 4, se observa que

no hay imeraccién (P > 0.05) entre los factores tipo de dilutor y los espennatozoides

frescos y congelados.

Cuadro 10. Porcentaje de vitalidad (media is desviacién esténdar) de espermatozoides

epididimarios dc toros criollos colectados a postmortem con dilutor Tris �024yema de

huevo de codomiz y gallina en criopreservacién.

Yema de huevo n  �024

codomiz 15 9; 10 86.2 1 2.20 C 56.2 1 3.46 '3

codomu 20 95 10 85.4 i 1.71 3 52.7 1: 7.26 h

Gamn, 2° -5 10 85.8 1 3.99 a 55.2 1 4.39 b

Letras distintas dentro de la misma }401la,expresan diferencias (P < 0.05)
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Figura 4. Vitalidad de espennatozoides epididimarios dc toros criollos colectados a

postmortem, utilizando dilutor Tris - yema de huevo de codomiz al I5 y20% (TYHC),

Tris - yema de huevo de gallina al 20% (TYHG) antes y después de la congelacién.

Ribeiro-Peres et al. (2014) reportan una vitalidad de espermatozoides en fresco, 69.4

i 10. 7%; congelacién convencional, 53.9 :t 1 1. 8%; congelacién automatizada, 52.7

:t 9.0%, estas cifras ultimas son similares al presente estudio, también se aproxima el

reporte de Valverde (2016), que considera dos temperaturas de almacena.m1'entos (5

y 20 °C) de epididimos a la descongelacién, 5 °C: 63.0 i 2.61 y 20 °C; 52.9 4*. 2.96%;

Saavedra at al. (2012) obtuvieron vitalidadpara semen fresco 77 . I 7 1 6.05 (ganaderia

1) y 77. 83 i 3.87 (ganaderia 2); Quispe (2015) reporto 77.88 at 6.31 en semen fresco.

Las variaciones podrian ser in}402uenciadasprincipalmente por los componentes de los

dilutores, genética del animal y otros factores.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

a) CONCLUSIONES

En la criopreservacién de espermatozoides epididimarios de toros criollos

postmortem, los dilutores Tris �024yema de huevo de codomiz al 15 y 20%, y de gallina

al 20% tienen efectos similares sobre la motilidad masal de los espermatozoides a.ntes

y después de la congelacién.

Los dilutores Tris �024yema de huevo de codomiz al 15 y 20%, y de gallina al 20% tienen

efectos similares sobre la motilidad total y motilidad progresiva dc espermatozoides

epididimarios, antes y después de la criopreservacién, de toros criollos postmortem.

La vitalidad de los espermatozoides epididimarios colectados postmonem de toros

criollos, antes y después de la congelacién, tienen efectos similares al utilizar dilutores

Tris �024yema de huevo de codomiz al 15 y 20%, y de gallina a1 20%.
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La yema de huevo de codomiz 0 de gallina, se puede usar como componente del dilutor

Tris, en procesos de crioprescrvacién de espermatozoides epididima}401osen toros

criollos.

b) RECOMENDACIONES

Realizar estudios sobre evaluacién espennética de epidididimos con varias técnicas

descritas para uso de semen convencional de toros.

Ampliar la evaluacién de uso de yema dc huevo de otras aves y en diferentes

concentraciones en los dilutores para congelacién de espennatozoides y de semen en

bovinos.

Colectar espermatozoides del epididimo de diferentes especies con }401nesde evaluar

técnicas de biotecnologia reproductivas para preservar especies en extincién o

similares.
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Figura 12. CampoV11'1;;<;s:(')pico para evaluacién de vitalidad espermética.
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Figura 13. Refrigeracién de los espermatozoides epidarios diluidos.
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Figura 14. Empajillado de los espermatozoides epididimarios.
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Figura I5. Pajillas con espermatozoides, sobre la parrilla sumergida al nitrégeno

liquido.
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Figura 16. Almacenamiento de espermazdes epididimarios.

�034'  ,l . \
|II<""�031V�030 . 4 I

V�030.I

Figura 17. Descongelacién de espermatozoides epididimarios.
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Cuadro 11. Anélisis de varianza para motilidad masal de espermatozoides

epididimarios de toros criollos postmortem.

Fuente Gl suma de cuadrado F-Valor Pr > F
cuadrados medio

Modelo 5 65.5284 13.1057 34.6800 <.0001

Dilutor 2 0.2794 0.1397 0.3700 0.6923

Espermatoloo 1 64.1273 64.1273 169.6800 <.0001

Di|utor�031Espermatozoo2 1.1216 0.5608 1.4800 0.234

Error 68 25.6988 0.3779

Total corregido 73 91.2272

Cuadro 12. Anélisis de varianza para motilidad total de espermatozoides

epididimarios de toros criollos postmortem.

Fuente Gl 5""'°d° C"'d�035�030f°F-Valor Pr>F
cuadrados medio

Modelo 5 27309.8571 5461.9714 60.6500 <.0001

Dilutor 2 149.8497 74.9249 0.8300 0.4411

Espermatozoo 1 26968.9278 269683278 299.4600 <.0001

0i|utor�030£spermatozoo 2 191.0796 95.5398 1.0600 0.3538

Error 50 4503.0000 90.0600

Total corregido 55 318128571
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Cuadro 13. Anélisis de varianza para motilidad rectilinea progresiva de

espermatozoides epididimarios de toros criollos postmortem.

Fuente Gl suma de madman F-Valor Pr > F
cuadrados medio

Modelo 5 47195933 943.9187 31.2300 <.0001

Dilutor 2 11.3210 5.6605 0.1900 0.8298

Espermatozoo 1 4662.8750 4662.8750 154.2600 <.0001

D||utor�030Espennatozoo 2 45.3972 22.6986 0.7500 0.4772

Error 50 15113889 30.2278

Total corregido 55 62309821

Cuadro 14. Anélisis de varianza para vitalidad de espermatozoides epididimarios de

toros criollos postmortem.

Fuente Gl suma de Cuadrado F-Valor Pr > F

cuadrados medlo

Modelo 14 28663.1131 20473652 15.7900 (M101

Dilutor 2 63.9741 31.9870 0.2500 0.7818

Espennatozoo 4 28169.1311 7042.2828 54.3000 <.0001

DlIutor�030Espennatozoo 8 430.0079 53.7510 0.4100 0.9105

Error 128 16599.1667 129.6810

Total corregldo 142 452621797
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Cuadro 15. Base de datos de las vanables del estudlo de espermatozoxdes

epxdldlmanos de toros cnollos postmortem.

TRATANI CONGELACION REFETICION NIo?.NIAsAL Iwo�030r.sr::'rPnoa MOY Yo? VITAI.

:5: pre 1 4.5 , . .

15C pre 2 4.5 - - .

ISC PVC 3 4.5 - - .

15C 97C �0305.0 - - .

15C pre 5 �030.5 30 90 35

15c pre 5 a.o an an 35

15C pre 7 3.5 43 85 88

15C PTO B ¢.5 42 89 85

15C pre 9 C.§ 3) 7! 88

15C pre ll) 6.5 30 87 SI.

15¢ pr. 11 3.0 �030J90 BS

15!: pre 12 4�0300 28 76 88

15C pr: 13 4.0 32 73 57

15C DPQ 14 4.5 39 93 B8

ZDC pr. 1 �030.5 . .

20¢ pr. 2 4.5 . .

20C pr- 3 ¢.O . _

ZOC pr. C �030.0 - .

20¢ pr. 5 2.0 CO 31 85

ZDC }401re 6 5.0 30 90 86

zoc pre 1 3.0 43 an 37

20C pr. 8 4.0 33 77 86

20C Dl'O S 4.0 45 87 85

20c pre 10 3.0 . 55 as

20C pre 11 4.5 24 86 87

20C DTE X2 3.0 39 86 86

20C PI�030? 13 OK) 24 82 81

20C pro Id CA) 33 85 E5

206 pro 1 4.0 23 76 83

20G Dre 2 4.0 3�030 69 B3

206 pre 3 4.0 25 $5 89

205 pre 4 4.0 37 71 80

206 are 5 4.0 34 39 I9

205 FIG 6 �030.0 - - 34

206 pre 7 3.0 38 89 89

206 pre 3 3.0 37 93 79

ZOG pre 9 4.5 37 77 87

206 pre 10 4.0 41 92 B9

206 pic 1) . . .

206 DVD )2 . . .

206 pr. 13 . . .

206 pri 14 . . .

xsc pa; 1. 2�030: . .

15C [3435 2 2.0 . .

15c pas 3 2,5 . .

15C 905 C 2.5 . .

15C nos 5 1.!) I2 28 (9

15C pas 6 2«O 19 38 53

15C pos 7 1.0 12 36 S5

5: poszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA3 2.0 14 2: 54

15: noszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA9 2.5 26 as 53

15C pos 10 2.0 13 ll 60

15C D05 11 2.0 15 52 SB

15C P05 12 3.0 X7 Z0 50

15C 90! 13 2.0 16 35 57

15C $03 I�0302�0300 I2 39 38

20C not 1 2.5 . .

20C pos 2 2.0 . .

zoc pas 3 . . .

zoc pa: 4 . . .

zoc pa: 5 x.5 xn A7 56

zoc pa: 5 2.0 xx 2: so

zoc pa: 7 2.5 :7 so 5:

20C nos 8 2.0 11 22 $2

zoc nos 9 2.0 1: 20 an

zoc pos no 0.5 . . 47

20C 905 )1 1.3 II 35 52

20C pt): 12 2.8 21 53 57

20C 905 13 3.5 13 46 45

20C pos 11 2.5 2.5 42 58

20G �030DOS 1 2.5 17 . 60

20G pos 2 2.5 21 41 O7

206 pos 3 2.5 :7 no 59

ZOG DOS 5 2�0300 27 C5 60

20G pos 5 2.0 22 56 S9

zoc pos us 2.5 ms 43 as

206 pos 7 2.0 20 34 56

206 pos B 2.5 I5 41 55

206 P05 9 1.0 . . 51

20G pos 10 275 )6 I2 57

206 pos an . �030 . .

206 pos 12 . , . »

206 pcs 13 . . . .

206 pos 1.4 . . . .
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