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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la motihdad, vitalidad v la integridad funcional de la
membrana plasmatica (Host) de espermatozoides epididimanios de toros Criollos post
mortem, dilmdos con Tns - yvema de huevo de codomiz (YHC). Se distribuyd en tres
tratamientos, espermatozoides epididimanios diluidos con Tris - YHC a concentraciones de
10, 15 y 20%, cada grupo fue evaluado a0, 12, 24 48 y 72 h de refrigeracién mantenidos a
4.5 °C. Se utilizd epididimos del camal (n = 30), de toros Criollos post mortem mayores de
3 anos de edad. Los testiculos se separaron inmediatamente bencficiado el anmal y se
colocaron a caja de poliestireno para su transporte, manteniendo a temperatura entre 25 a
30 °C alrededor de 60 min. Se colectd espermatozoides de la cola del epididimo, mediante
la técnica de flujo retrogrado con 3 mL de dilutor Tris - YHC seguan los tratamientos, luego
alrededor de 15 min de colectado, se evalud las motihdades, Host y vitalidad. El analisis de
varianza se realizd mediante ¢l procedimiento GLM del SAS para todas las variables de
respuesta. El dilutor Tris - YHC a los 10, 15 y 20% presentan cfectos similares (7 > 0.05) a
0, 12, 24, 48 v 72 h de refrigeracion de espermatozoides, sobre la motilidad masal
espermatica (43 +03;33+03;26+ 07,17 £06; 1.3 + 0.7), motilidad total (819 +
49,685 +84;,685+84,448 + 9.0; 355 + 6.6%), motilidad rectilinea progresiva (33.1
£ 53,221 £ 83, 178 £ 50, 129 £ 4.1, 7.3 + 3.2%), integridad de la membrana
plasmatica de los espermatozoides (909 £ 37,796 £ 69,739+ 94,615 81,510 ¢
13.3%), v vitalidad (856 &« 31; 775 + 78, 71.5 + 10.1; 550 £ 143, 474 £ 16.1%)
respectivamente, Conforme fue mayor el niempo de refrigeracion 0, 12, 24, 48 y 72 h los
espermatozoides disminuven (p < 0.05 ) su motilidad masal, motilidad total, motilidad
rectilinea progresiva, positividad a la prueba de endoésmosis (Host) y vitalidad espermatica.
En conclusion, que el dilutor Tris - YHC a los 10, 15 v 20% tienen efecios similares sobre
la refrigeracion de espermatozoides epididimarios de tores Criollos post mortem, por lo que

se sugiere el uso YHC en ¢l manejo de espermatozoides con fines reproductivos

Palabras clave: espermatozoide, conservacion, bovino, motilidad, vitalidad, endosmosis.

xXiv
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ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the motility, vitality and functional mtegrity of
the plasma membrane (Host) of epididymal spermatozoa of post - mortem crvolus bulls
diluted with quail egg tris - yma (YHC). It was distributed in three treatments, epididymal
spermatozoa diluted with Trnis - YHC at concentrations of 10, 15 and 20%, each group was
evaluated at 0, 12, 24, 48 and 72 h refrigeranion mamntained at 4.5 © C. Epididymes of the
camal (n = 30) were used, from post-mortem Creole bulls older than 3 vears of age. The
testicles were separated immediately benefiting the ammal and placed in a polystyrene box
for transportation, keeping temperature between 25 and 30 ° C about 60 min. Spermatozoa
were collected from the tail of the epididymis, using the retrograde flow technique with 3
mL of Tris - YHC diluent according to the treatments, then about 15 min of collection,
motile, Host and wvitality were evaluated. Analysis of vanance was performed using the
SAS GLM procedure for all response variables. The Tris - YHC diluent at 10, 15 and 20%
presented similar effects (P > 0.05) at 0, 12, 24, 48 and 72 h of sperm cooling, on sperm
mass motility (43 £ 03,33+ 03 ,28+0.7, 1.7 £ 06, 1.3 £ 0.7), total motility (81.9 =
49 68584 685=84, 448290, 355 + 6.6%), progressive rectilinear motility (33.1 =
53,221 +£83(90937.796+69 73994 61581, 510+ 133%), and vitality
(85.8+50,129 +4.1,73 4 32%), integrity of the spermatozoa £ 3.1, 775 £ 78,715 =
10,1, 550 = 143, 474 = 16.1%), respectively. As the cooling time increased, the
spermatozoa decreased (p < 0.05) their mass motility, total motility, progressive rectilinear
motility, positivily to the endosmosis (Host) test and sperm vitality. In conclusion, the Tnis
- YHC diluent at 10, 15 and 20% have similar effects on the cooling of epididymal
spermatozoa of post - mortem Creole bulls, suggesting the use of YHC in the management

of spermatozoa for reproductive purposes

key words: sperm, conservation, bovine, motility, vitality, endosmaosis.
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1. INTRODUCCION

La conservacion de la diversidad genética, requiere el uso de vanas biotecnologias
reproductivas, como la conservacion de los gametos. La recuperacion y cnoconservacion
de esperma epididimal puede ser la dlima oportunidad para la conservacion de
espermatozoides masculinos con alto valor genético o germoplasma. El uso de la
inseminacion artificial (LA) como herramienta de mejoramiento genénico del ganado, es
actualmente la biotecnologia reproductiva de mayor uso. El éxito de la TA depende en gran
medida del desarrollo de diluyentes adecuados para el semen, los cuales deben incrementar
¢l volumen del evaculado, proteger a los espermatozoides durante el enfnamiento y
prolongar su vida, ademas el efecto negativo del dilutor sea minimo sobre la fertihdad

(Palomino er al_, 2014)

La refrigeracion espermatica consiste en mantener los espermatozoides a una temperatura
de 15a20°Coentred a5 °C, con la finalidad de evitar la muerte de los espermatozoides v
mantener su caricter fecundante (Rossi, 2012). La wiabilidad de espermatozoides durante la
refrigeracion, en bovinos o en cualguier especie, es afectada négativamente por el dilutor de

baja calidad, alterando las caracteristicas espermiiticas, la capacidad fecundante disminuye,

16
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la fertilidad es afectada, ademas, el tiempo de refrigeracion se acorta. Por lo que el

insemimador tendra menor oportunidad de éxito de prefiez.

Los componentes de los dilutores, en nuestra region de Apurimac, son escasos y los costos
son altos, la disponibilidad de los dilutores comerciales es limitada. Estos aspectos, entre
otros, reducen el uso de la IA con semen local de bovinos adaptados. Convencionalmente ¢l
semen se diluye con Tris mas yema de huevo de gallina; sin embargo, hay posibilidad de
usar yema de huevo de codorniz, porque respecto al de la gallina, tiene mas fosfatidilcolina
y menos fosfatidiletanolamina, posee mejor indice de dcidos grasos poliinsaturados,
caracteristicas que mejord la motilidad en la criopreservacion de espermatozoides de burros
(Trimeche er al., 1997). Los dcidos grasos poliinsaturados permiten mayor cobertura al
shock térmico v mayor estabilizacion de la membrana acrosomal, Ademas, el huevo de
codomiz presenta mayor concentracion de proteinas y lipidos totales (Gonzalez, 2011), en
comparacion al huevo de gallina (Santana, 2008), por las consideraciones mencionadas, se
realizo este estudio con el objetivo de evaluar las caracteristicas espermaticas epididimarias
de toros Criollos post mortem, diluidos con Tris mas yema de huevo de codorniz en

diferentes concentraciones y tiempos de refrigeracion

17
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II. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacidn

Con ¢l objetivo de evaluar la viabilidad i virro del semen bovino diluido y refrigerado a 5
a 7 °C, mediante monitoreo dinamico de pardmetros microscopicos a través del tempo (0,
6, 12, 24 48 v 72 h). Se buscd comparar la viabilidad in vitre del semen diluido y
refrigerado con y sin el agregado de trehalosa. Se buscod detenminar momentos optimos para
inseminar con semen refrigerado. En cada tiempo de monitoreo se evalud motilidad masal
(MM), motilidad individual progresiva (MIP) y porcentaje de espermatozoides vivos (%
vivos). Los resultados obtenidos marcaron tendencias similares para todos los parametros
evaluados (MM, MIP, % vivos). Se obtuvieron valores mas bajos para ¢l tratamiento con
trehalosa, siendo inferior a los otros dos tratamientos en todos los momentos analizados. A
su vez, ¢l tratamiento control y el refrigerado, reflejaron resultados similares hasta las 24 h,
y entre las 24 y 72 h mantuve mejores resultados el tratamiento refrigerado, mientras los
parametros analizados en el tratamiento control disminuyeron de manera abrupta (Rossi,

2012).

En un estudio en ¢l Banco Nacional de Semen de la Universidad Nacional la Molina,

usaron seis cameros de tres razas. El semen se diluyé con Tris - glucosa - yema de huevo

18
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de codormiz (Tris) o Citrato - glucosa - yema de huevo (Citrato), se almacend en pajillas de
0.5 mL, y se congelé en mirdgeno ligmdo. En semen refrigerado, la motilidad individual
progresiva, en semen diluido con Tris fue 82.3% y con Citrato de 79.2%, v los valores de la
integridad de membrana (HOST) fueron de 78.0 + 4.4 con Tris v 73.2 + 5.8% con Citrato.
Se concluye que Tris presenta un mejor rendimiento que Citrato para la congelacion del
semen ovino y que la prueba hipoosmotica permitio evidenciar diferencias entre dilutores,

cameros y momentos de procesamiento (Cabrera er al., 2011),

En la preservacion de espermatozoides de llamas y alpacas utilizaron ¢l dilwtor Tris-yema
de codomiz, el mismo que fue apropiado, incluso sin el uso de enzimas fue posttivo (Bravo

v Alarcon, 2013).

En un estudio utilizaron 235 toros cruzados, recogieron testiculos del matadero 2 h después
del sacrificio. Del epididimo fueron recuperados v analizados la morfologia v moulidad
progresiva de los espermatozoides. Los epididimos-testiculares contralaterales se
almacenarona S “Cparm 0 n=6) 24 (n=6), 48 (n =6) v 72 h (n = 7). Al final de cada
periodo de almacenamiento, los espermatozoides fueron recuperados vy evaluados la
motilidad total y progresiva, la concentracion, la integridad del acrosoma e integridad de la
membrana. Luego, los espermatozoides de todos los tratamientos fueron criopreservados en

Tris-yema de huevo y glicerol (Martins ef al., 2009).

Se evalud parametros testiculares y caracteristicas morfologicas de los espermatozoides
epididimanios obtenidos post mortem en el toro de lidia, teniendo en cuenta la edad, el peso
del amimal, la circunferencia escrotal, peso y longitud testicular, v sus vanables

espermiticas. Se analizaron 12 pares de testiculos de toros lidiados en una plaza de toros,

19
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procedentes de doce astados, encaste Domecq de dos ganaderias, En laboratorio se realizd
¢l pesaje v medicion de cada testiculo, se disecciond la cola del epididimo para conseguir la
muestra. Se midio volumen, concentracion espermatica, motilidad. Con la tincion de eosina
nigrosina se valoraron espermatozoides vivos v muertos, células normales, células
anormales y acrosomas normales. La muestra obtenida de cada testiculo, fue diluida en una
proporeion 1:2 con un diluyente comercial (Steridyl®), ambos atemperados a 37 °C, antes
de realizar las tinciones y las extensiones. Para las demds wvarables evaluadas,
concentracion espermatica, la motilidad individual, vivos v muertos, morfoanomalias v
acrosomas normales, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (/7 <
0.05). En genernl, se encontrd diferencias estadisticas significativas entre ganaderias v no

tuvo efecto el testiculo (Saavedra et al., 2012).

Con la finalidad de determinar la movilidad individual de los espermatozoides
emdidimarios de toros post mortem obtemdos mediante lavado retrogrado se evalud los
espermatozoides de la cola del epididimo, obtenida del matadero mediante lavado
retrogrado de testiculos de toros cebin post mortem. Los testiculos fueron recolectados al
azar (n = 90) y transportados bajo dos diferentes temperaturas, siguiendo dos diferentes
protocolos: Protocolo | (T: 35 °C) y Protocalo 2 (T: 25 °C), durante ¢l periodo abnl a julio
de 2003. Se evaluo la movihidad mdividual de los espermatozoides recolectados de las colas
epididimarias, La recoleccion se realizd por lavado retrogrado con Tris-yema-glicerol, a
través del conducto deferente. Para cada Protocolo se hicieron dos lecturas de la movilidad
individual espermitica, con intervalo de | h entre cada lectura. Los resultados obtenidos
indican que no hubo diferencia significativa (P > 0.05) entre los dos protocolos en la

mowvilidad individual. Se concluye que la temperatura de transporte no afectd la movilidad

20
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espermatica epididimaria y que es posible recolectar espermatozoides vivos de la cola del

epididimo de toros post mortem (Albers v Barrios, 2006).

De manera similar con el objetivo es determunar la sobrevivencia in vitro y la fertilidad in
vivo de espermatozoides recuperados de la cola del epididimo de toros criollos post
mortem. Se colecto 18 pares de esticulos de 1oros cniollos adultos del camal Mumicipal de
El Collac-Tlave, inmediatamente después del sacrificio de los mismos. Una vez
transportado al laboratono cada par de testiculos fueron almacenados en refrigeracion a
5°C de forma aleatorio durante 0 (n=6), 12 (n = 6) v 24 (n = 6) h. Al final de cada periodo
los espermatozoides de la cola del epididimo fueron colectados vy evaluados antes de la
congelacion y después de la descongelacion en motilidad total, motilidad progresiva, test
hiposmotico e integridad de acrosoma. LLos espermatozoides fueron congelados con dilutor
Tris-yema de huevo (10%) - glicerol (7%) en pajillas de 025 mL con 30 x 106
espermatozoides motiles/pajilla. La prucba de fertilidad in vivo se realizé en 13 vacas
Brown Swiss del CIP Chuqubambilla. Los resultados obtemidos en los penodos de
refrigeracion a 5 °C en 0, 12 v 24 h antes de la congelacion y después de la descongelacion
fueron ¢n motilidad total; 80.06 + 11.68, 7443 + 10.78, 7025 = 1447% (p = 0.05) v 49.26
+ 1568, 2641 + 6.82, 2492 = 4.89% (p < 0.05); en motihidad progresiva: 44.76 = 10.31,
3741 £1220,3097 £975% (p>005)y 1957 £ 518, 1255 £ 425 11.19£2.72% (p =
00.05); en test hiposmatico: 69 72 + 720, 67.87 + 446, 6031 + 791% (p > 0.05) y 53.2] +
553, 3199 £ 687, 2747 £ 4.86% (p < 0.05); en integridad de acrosoma: 62.18 = 7 66,
6483 £3.69 5951 £+713% (p=>0.05)yde 4833 £445 2890+ 725 2387 =695% (p
< 0.05), respectivamente. En conclusion, se encontrd que las caracteristicas espermaticas

evaluadas se preservaron antes de la congelacion pero fueron afectados por efecto del
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periodo de refrigeracion a la descongelacion v por efecto del proceso de la congelacion v
los espermatozoides congelados-descongelados tienen habilidad de fertilizar, Por lo tanto,
los espermatozoides de la cola epididimo de toros post morfem son congelables v pueden

aplicarse en téenicas reproductivas asistidas (Quispe, 2015).

En una mvestigacion refrigeraron semen canino, se evalud y compard el efecto de la leche
descremada con (LY) v sm yema de huevo (Le) como diluyente seminal, sobre
espermatozoides Los resultados arrojados luego de 6 dias de refrigeracion demostraron que
LY vy Le mantuvieron los parametros de espermatozoides vivos, endosmosis positiva,
osmolaridad v pH similares a un diluyente comercial ampliamentie utilizado en la especie.
Ademis, la LY tampoco difirido en la motilidad total v progresiva v el porcentaje de
acrosomas normales en relacion al diluyente comercial. Los espermatozoides diluidos en
dicho diluvente, mantenidos por 24 h a 4°C mostraron tener la misma eficacia que el semen
fresco (Diaz, 2015). También se menciona que la adicion de yema de huevo a la leche
descremada mejora la viabilidad de los espermatozoides durante ¢l almacenamiento en la

refrigeracion (Maxwell y Salamon, 1993),

2.2 BASES TEORICAS

2.2.1 Ganado bovino Criollo

El ganado bovino denominado Criollo en Amérnica Latina, se ongind a partir de diversas
razas bovinas Bos taurus provenientes de la Peninsula Ibérica v de las Islas Canarias que
llegaron a América durante la conquista espaiiola v en la época colomal (Florio, 2008), La
seleccion natural ocurmda durante anos, asi como cruces dingidos por ganaderos hicieron

que la denominada raza Criolla se adaptara a las condiciones chimaticas locales
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(Bethancourt y Bolivar, 2013). En el Perii, ademas de cruzar las vacas Criollas con razas
como Holstein v Pardo Suizo, también estan utilizando las vacas Criollas como vientres de
alquiler o hembras receptoras de embriones Pardo Suizo (INIA, 2014). A los bovinos
criollos se les denomina Chuscos, Serranos v Criollo de las Sierras. Los animales Criollos
en lugares de mayor altitud, tienen alto porcentaje de capas negras o parcialmente negras

(Primo, 1992),

La productividad del ganado Criollo es considerada baja. Es que ademas de producir en
condiciones muy dificiles, no se lo ha sometido a un mejoramiento genético, Sistematico v
de largo plazo. Sin embargo, este ganado tiene alunas ventajas, como la eficiencia de
conversion alimenticia, mayor prolificidad y longevidad, menor susceptibilidad a enfermar
Cuando se consideran estos factores, su productividad compite ventajosamente con la de las
razas itroducidas, bajo condiciones de montafia. Ademis de la ventlaja comparativa
adaptada a la altura, si se la sometiera a un proceso de seleccion masal bien hecho, ¢l
vacuno criollo podria convertirse en un potente mstrumento para impulsar el desarrollo

rural de la Sierra del Pera (Lozada, 2008).
2.2.2 Uso de la inseminacién artificial en ganado bovino Criollo

En el ganado Criollo el uso de inseminacion artificial es muy limitado y solo se observa en
productores umportantes o en comunidades donde algunas ONG'S o empresas mineras
tratan de implementas programas de mejoramiento genélico, en la Sierra donde predomina
¢l ganado Criollo, la gran mayoria de productores utiliza la monta natural como medio de

reproduccion, mayormente seleccionando un reproductor dentro de su propio hato, no
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siendo ésta una garantia de mejoramiento vy de sanidad, va que son pocos los productores en

este ambito que llevan un control sobre la genética de sus ammales (Eslava, 2014).

En algunas zonas se realizan cruzas del ganado Criollo con Brown Swiss, gracias a la
mseminacion artificial para el mejoramiento ganadero y como consecuencia se ha visto un
mcremento de la produccion lechera, siendo en promedio de 10 a 15 L/dia por animal

(Nibez ef al., 2012)
2.2.3 Produccitn de espermatozoides

La produccion de espermatozoides o la espermatogénesis es la suma de las divisiones
mitdticas v meidticas de células espermaticas precursoras, que ocurren dentro del tibulo

seminifero y resullan en la formacion de los espermatozoides (Bammios, 2002),

La espermatogeénesis consiste en el comjunto de acontecimientos que conducen a la
formacion de espermatozoides a partir de células germinales no diferenciadas y diploides.
Su finalidad es producr gametos S¢ pasa de células redondeadas a flageladas, las
espermatogonias permanecen en estado latente en los testiculos durante el penodo fetal y es
durante la pubertad cuando comienzan a madurar (Mesa, 2012). La espermatogénesis tiene
lugar en el compartimiento tubular que representa alrededor del 60 a 80% del volumen total
del testiculo. El compartimiento tubular contiene las células germinales y dos diferentes
tipos de células somaticas, las penitubulares y las células de Sertoli. Estas células estan
localizadas en la membrana basal v se extienden hacia el lumen de los tubulos seminiferos;
ellas representan entre el 35 v 40% del volumen del epitelio germinal v coordinan la

espermatogénesis topogrifica y funcionalmente (Vera, 2001 ),
2.2.4 Epididimo
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El epididimo no es solo un conducto para los espermatozoides, también proporciona un
ambiente especial para que maduren v adquinir capacidad fecundante, ¢l epididimo se
compone de cabeza, cuerpo y cola. En los dos primeros se producen el transporte y
maduracion de los espermatozoides. La cola sirve para reservar los espermatozoides. El
paso de los espermatozoides a través del epididimo dura unos 10 dias en el ganado, la
cabeza del epididimo se encuentra alrededor del 36% de esperma vy el cuerpo, alrededor del
18%. La cola del epididimo tiene la capacidad de almacenar alrededor de 45 a 70% de los
espermatozoides producida diariamente, para permanecer alli hasta que son evaculados
(Camargo, 2006} En la cola del epididimo es ¢l sito donde los espermatozoides maduros se

almacenan durante varios dias o semanas en una condicion viable y fértil antes de la

evaculacion (Cooper, 2007)
2..5 Espermatozoides epididimarios

El epididimo tiene fundamentalmente dos funciones: la maduracion y el almacenamiento
espermatico (Mortimer, 1997), La maduracién, o desarrollo progresivo de la capacidad
fertilizante de los espermatozoides ocurre en la cabeza v ¢l cuerpo del epididimo v el
almacenamiento ocurre en la cola del epididimo, se podrian obtener espermatozoides
viables provenientes de la cola del epididimo con movilidad y capacidad fertilizante, poco
tiempo después de la muerte del ammal, que podrian ser procesados v congelados para su
posterior uso en IA (Albers v Barrios, 2006). Estos espermatozoides adquieren Ia capacidad
de volverse moviles durante la maduracion epididimal, y se piensa que los eventos de
fosforilacion y desfosforilacion en las proteinas del flagelo del esperma juegan un papel en

estos cambios de motilidad (Tash y Bracho, 1994),
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Los espermatozoides, a través del pasaje por los conductos eferemtes y el epididimo
adquieren la habilidad de tener movimiento v progresivo lineal v Ia capacidad de fertilizar,
durante este proceso en la célula espermatica ocurren cambios funcionales, bioquimicos v
morfolégicos, también ocurre la reabsorcion e intercambio de fluidos, especialmente en la
cabeza del epdidimo ocurre la reabsorcion de solutos y flurdos, en ¢l cuerpo del epididimo
la maduracion espermédtica, v en la cola del epididimo el almacenamiento de los
espermatozoides fértiles (Bamios, 2002), Se ha demostrado que espermatozoides
recuperados de epididimo son wiables, incluso cuando se le mantiene a temperatura
ambiente hasta por 24 h, lo cual indica que mcluso podrian ser utilizados en la

inseminacion artificial (Papa ef al., 2015).
2.2.6 Refrigeracion de semen y espermatozoides

Para la inseminacion artificial el semen de un macho mejorado puede ser utilizado en forma
fresca, refrigerada o congelada (Mesa, 2012), La refrigeracion de los espermatozoides
permite preservar los espennatozoides por un tiempo corto, presenta ventajas como: ¢s
sencillo el protocolo de refrigeracion, permite transporte de las muestras entre distancias
considerables, técnica de inseminacion artificial simple y porcentajes de prefiez superiores
que los obtemdos con semen congelado (Pinto er al., 1999), La refrigeracion del semen
puede ser entre 15 a 20 °C o entre 4 a 5 °C. La mayor ventaja del semen refngerado,
motivo por el cual esta teenologia se encuentra en utilizacion cada vez en mas paises

{Rossi, 2012).

La refrigeracion del semen a § °C reduce el metabolismo de los espermatozoides con el

subsiguiente ahorro de reservas energéticas, siempre y cuando se proteja a las células contra
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las bajas temperaturas mediante la adicion de compuestos organicos como la leche
descremada o la yema de huevo, que aumentan la resistencia de la membrana a los cambios
de permeabilidad e impiden que los espermatozoides acumulen calcio al alterarse ¢l sistema

de intercambio de la membrana (Palomino ¢t al, 2007).
2.2.7 Dilutores del semen

Por diluvente se entiende la solucidbn acuosa que permite aumentar el volumen del
eyaculado hasta conseguir las dosis necesarias, preservar las caracteristicas funcionales de
las células espermiticas y mantener el mvel de fertilidad adecuado (Rueda, 2011). El
empleo de estos medios conservadores (diluyentes) permite prolongar la viabilidad de la
célula espermitica, rentabilizar los eyaculados obtemidos y conservar las dosis por un

penodo prolongado de nempo (Palomino e al, 2007).

Estos diluyentes empleados en la conservacion de espermatozoides, deben ser isotonicos
con ¢l plasma seminal (320 mOsm/kg) cvando es utilizado en refrigeracion, e
hiperosmotico (400 mOsmv/kg) en congelacion; debe poseer un pH proximo a 7 y capacidad
tampon con el fin de mantener ¢l pH en la neutralidad, compensando la produccion de
aodo  lactico durante la  congelacion, contener moléculas que protejan a  los
espermatozoides frente al frio; poseer una fuente de energia siendo la glucosa y la fructosa
las mis utilizadas; estar libres de bactenias vy contaminacion, para lo cual se utilizan

antibidticos en su composicion (Galarza, 2013).

Un diluvente debe reunir una serie de propiedades basicas relacionadas con su pH,
capacidad tampon, osmolaridad, v fuerza ionica. Ademas, debe aportar una fuente de

energia, no debe detenorarse durante el almacenamiento previo a su uso, debe profeger a
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los espermatozoides durante el enfriamiento, congelacion y descongelacion, debe ser
resistente al crecimiento bactenano (Muifo, 2008); no deben deteniorarse durante el
almacenamiento previo a su uso y sobre todo deben proporcionar a la célula espermitica

proteccion frente a efectos de baja temperatura (Palomino et al., 2007).
Sobre las caracteristicas de los diluyentes Cortés (2003) menciona que deben ser:

e Ser isotonmico con el plasma semmal (320 mOsm/kg) cvando es utilizado en

refrigeracion.

¢ Poseer un pH proximo a 7 y capacidad tampon con el fin de mantener el pH en la

neutralidad, compensando la produccion de dcido ldctico durante la congelacion.

e Contener moléculas que protejan a los espermatozoides frente al frio, clasificadas en
funcion de su capacidad de penetrar la membrana plasmdtica en: sustancias

crioprotectoras penetrantes y no penetrantes

« Contener en su constifucion una fuente de energia, siendo la glucosa y fructosa las mas

unlizadas.

¢ Estar libre de bacterias v contaminacion, para lo cual se utilizan antibidticos en su

formulacion.

* Aumentar el volumen substancialmente con el fin de poder realizar maltiples servicios

por medio de la inseminacion artificial.
a) Componentes de los dilutores del semen

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
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almacenar semen en estado liquido, estos diluyentes utilizados para la conservacion de
semen en la mavoria de las especies domésticas, se encuentran compuestos por las

Siguientes sustancias,
o Agua bidestlada o ultrapura, como disolvente del resto de los componentes.
* Sustancias iénicas y no ionicas para mantener la osmolandad y el pH del medio.

¢ Matenales organicos como vema de huevo o leche, que cuentan con capacidad de

disminuir o evitar ¢l efecto frente al shock de frio.
» Crioprolectores, siendo ¢l mas utilizado el glicerol

o Azucares. Simples como fuente energética, o di y tnsacandos como crioprotectores

adicionales.
¢ Antibioticos para controlar el crecimiento bactenano.

o Otros aditivos, que pueden ser opcionales, como enzimas, detergentes o aminoacidos

gue pueden mejorar la fernlidad.
b) Tipos de dilutores

Los diluyentes seminales se han clasificado ¢n dos grandes grupos: los de conservacion a
corto plazo (1 a 3 d) y aquellos que tienen como objetivo la conservacion de semen a largo

plazo (mas de 4 d) entre 12 y 20 °C (Hidalgo, 2013),

Avila-Portillo et al. (2006), clasifica a los dilutores en agentes penetrantes (glicerol,
dimenlsulfoxido, propanediol), que son bajos en peso molecular y permeable a través de la
membrana celular, también en agentes no penetrantes (sacarosa, glucosa, dextrosa y
dextrano) que son de alto peso molecular, efectivas a velocidades altas de congelacion,
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promueven la rdpida deshidratacion celular vy suelen usarse asociados a los agentes
penetrantes utilizindose diversos dilutores para la conservacion de semen tales como; yema
de huevo + citrato + glucosa, Tris + yema de huevo v PBS + vema de huevo + suero fetal,

obtemiendo sobrevivencia espermatica vanable (Pérez er af , 2014).
¢) Dilutor Tris

El dilutor Trs (Tris hidroximetil aminometano) es uno de los principales diluyentes
utilizados en la criopreservacion vy 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 o -85 °C, En la actuahdad, la mayoria de los
diluyentes utilizados para la eriopreservacion de material seminal contienen Tris v acido

citrico como principales sustancias tampon (Rossi, 2012).
2,28  Uso de yema de huevo

La yema de huevo es utilizada en los medios de conservacion del semen por el efecto
protector que ejercen las lipoproteinas de baja densidad v la leciima 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 igual
accion protectora para los nemaspermos durante el shock térmico severo, aunque las
hipoproteinas son superiores durante ¢l enfnamiento y almacenaje en frio (Martinez et al

2011).

La yema de huevo es un ingrediente comtnmente utilizado para la conservacion de semen
ya que preserva la motilidad e integnidad de las membranas del acrosoma y mitocondrias

del espermatozoide ademas es un buffer osmético, también se ha notado que la yema de
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huevo protege durante la congelacion, va 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) La adicion de la yema de huevo al diluyente tiene un efecto benéfico sobre

¢l poreentaje de motihdad, particularmente luego de un rapido enfnamiento del semen a 10

y 5 ° C, va que las lipoproteinas de

baja densidad actiian como crioprotectores

contribuyendo con dos factores: uno de los cuales protege contra el shock de frio (factor de

resistencia) y un segundo que mantiene una viabilidad (factor de conservacion) [Galarza,

2013). La fraccion de lipoproteinas de baja densidad esta establecida como el componente

activo, pero hay poca informacion sobre la naturaleza de su interaccion con la membrana de

la célula espermanca (Watson, 1981).

a) Huevo de gallina

El huevo de gallina consiste de 57% de clara, 32% de yema y 12% de cascara (Mendiola,

2002)

Cuadro 1. Composicion quimica del huevo de gallina

Componente Componente

Agua, g 74.0 H_iﬂ?u_.-;nﬁ - 2.10
Energia, Kilocalorias 158.0 Fosforo, pg 180.00
Proteinas, g 12.10 Zing, mg .44
Hidratos de carbono, g 1.20 Vitamina Bl (Tamina), mg 0.09
Acidos grasos saturados, g 3.35 Niacina (Acido nicotinico), mg 010
Acidos grasos monoinsaturados, g 4.08 Acido folico, pg 65.00
Acidos grasos poliinsaturados, g 1.24 Vitamina B12 (Cianocobalamina), pg 66.00
Colesterol, mg 548 Vitamina B6 (Pirndoxina), mg 0.12
Fibra dietética, g 0 Vitamina C (Acido ascorbico), mg 0
Calcio, mg §6.00 Vitamina A (equivalentes de Retinol), pg  227.00
Magnesio, mg 12.00 Vitamina D3, pg 1.80
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Tablas de valor nutritivo de los alimentos. INNSZ Instituto Nacional de Nutricion
“Salvador Zubiaran”. Ciudad México: 1996, citado por Santana (2008),

b) Huevo de codorniz

La estructura del huevo de codormiz 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 vy minerales del huevo y por ello es la parte nutricionalmente mas valiosa. Su
contenido en apua es de aproximadamente ¢l 30%. El huevo de codormz tiene una
concentracion mayor (2 < 0.05) de proteinas, extracto etéreo v calcio en los huevos de
codomiz que en los de gallina, de la misma manera la concentracion de dcidos grasos
omega 3 del tipo acido eicosapentaenoico (EPA) en los huevos de codomiz es tres veces

mayor que en los huevos de gallina (Mendiola, 2002).

Cuadro 2. Composicion proximal de los huevos de codormiz

g/100g de porcion comestible

Clara Yema Huevo entero
Humedad B+ 14 51+74 6949 +4.0
Proteina (Nx 668) 1163+26 1563+19 1363 +£2.1
Lipidos N.D. 336122 12.59+22
Colesterol 1.13+£02

Gonzilez (2011),

e Minerales: la composicion mineral del huevo de codormiz 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%) v

magnesio (0.04%) (Mendiola, 2002).
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¢ Acidos grasos: Un total de seis acidos grasos fueron identificados en el huevo de
codorniz los cuales son: miristico, palmitico, palmitoleico, estedrico, oleico y linoleico.
El acido oleico 18:1 resulto ser ¢l mas abundante, correspondiendo a un 44 68% + 0 88
del 1otal de dcidos grasos, el acido muristico, 14.0 se encontrd en menor porcentaje v
dentro de los dcidos grasos polimsaturados, el acido linoleico, 18:2 fue ¢l que se

Enconiro en mavoer proporcion.

Cuadroe 3. Composicion de los acidos grasos, total de lipidos de la yema de huevo

Acidograso Porcentaje total de acidos grasos

S " Codommiz Gallina

Miristico (14:0) 0752011 0.36£0.07
Palmitico (16:0) 28.04+0.26 2740%1.19
Palmitoleico (16:1) 591+£055 400+049
Estedrico (18:0) 8.71+045 9.05+ 1.38
Oleico (18:1) 44,68 2 0.88 43,01+ 180
Linoleico (18:2) 1191+1.34 1562 + 0.86

Gonzdlez {2011).

¢) Comparacién de la composicion de huevos de gallina y codorniz

Los contenidos de colesterol v perfil de dcidos grasos de huevos de gallina y codomiz, son
los que habitualmente se consumen o comercializan. La composicion proximal se
determina utilizando las técnicas especificadas por la Asociacion de Quimicos Analiticos
Oficiales y para colesterol y dcidos grasos se utiliza cromatografia en fase gascosa, previa

extraccion de los lipidos por téenica de Folch modificada (Closa ez al, 1999)
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Cuadro 4. Analisis comparativo de la composicion quimica del huevo de gallina y
codomiz

g/100 g de porcion comestible
Gallina Codormiz

Agua 75.30 74 40
Proteina 12.50 13.10
Lipidos totales 10.00 11.10
Cemzas 094 1.11
Fosforo (mg) 178.00 226.00
Sodio (mg) 126.00 141.00
Potasio (mg) 121.00 132.00
Caleio (mg) 49 00 64,00
Magnesio (mg) 10.00 12.50

ESHA. 1997, Citado por Pérez (2004).

2.2.9 Shock de frio

Es bien conocido que ¢l enfnamiento rapido del semen induce un estrés letal en algunas
celulas, el cual es proporcional a la tasa de enfriamiento. Es asi que ¢l enfriamiento debe ser
realizado cudadosamente, este fendmeno es conocido como shock de frio y puede
apreciarse durante el enfriamiento de espermatozoides de cualquier especie (Watson, 1981).
Sin embargo, un lento enfriamiento induce estrés sobre la membrana del espermatozoide,
este hecho se relacionaria con un cambio de fase lipidica y alterando el estado funcional de

la membrana espermatica (Stormellil er al., 2005).
2.2.10 Membrana citoplasmética del espermatozoide

La membrana consta de un bicapa lipidica compuesta por diferentes tipos de fosfolipidos,
proteinas integrales v colesterol. Cada una de las especies de fosfolipidos presenta una
temperatura de transicion de fase diferente (Blanch, 2007), La integndad de la membrana
plasmatica y acrosomal reflejan la viabilidad espermatica, y el proceso de refrigeracion y/o
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crio preservacion podria afectar estas membranas ocasionando dafios como linchamiento v
disrupcion de las mismas, cambios en la fluidez, alteracion del flujo de caleio vy cambios en
la actividad enzimatica que pueden inducir una capacitacion espermatica anticipada,

viéndose afectada la fertihdad (Cabrera v Pantoja, 2012),
2.2.11 Bioguimica del espermatozoide durante la refrigeracion

Estudios demuestran que la fraccion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) de la vema de
huevo se une a las proteinas del plasma seminal (BSP4) que se encuentra de 35 a 50
mg/mL, v se dice que esta interaccion juega un rol importante en la proteccion del
espermatozoide. En la eyaculacion, las proteinas BSP4 se unen en los fosfolipidos de la
membrana espermitica, esta union se produce de forma riapida, especifica, saturable y
estable, y se mantiene durante la congelacion vy la descongelacidn y mejora la capacidad
espermatica inducidos por las lipoproteinas de alta densidad y heparina, estimulando el
movimiento o salida de colesterol v fosfolipidos de la membrana espermatica. Pero si ¢l
eyaculado no es dilmdo entonces los espermatozoides son expuestos a  altas
concentraciones de BSP4 y hay un comtinuo movimiento de lipidos que puede ser
perjudicial para la membrana espermatica provocando su desestabilizacion (Bergeron et al.,

2004),

Cuando la membrana del espermatozoide es sometida a un descenso de temperatura, se
produce un cambio de fase de los fosfolipidos de fase liquida-cristalina a fase de gel y las
cadenas de acidos grasos que los componen se convierten en rigidas y paralelas. Se forman
dominios de gel a medida que las diferentes familias de fosfolipidos llegan a su temperatura

de transicion de fase (mientras los fosfolipidos de otras famihas siguen en fase liquida), de
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manera que se rompen las asociaciones normales de los fosfolipidos (entre ellos y con las
proteinas de membrana) v el resultado final es una agrupacion de lipidos por familias, una

redistribucion de las proteinas, v una mayor rigidez de membrana (Blanch, 2007).

2.2.12 Evaluacion del semen

a) Evaluacién macroscopica

Gomez y Miglionst (2017) consideran la evaluacion macroscopica del semen como la

primera evaluacion a realizar, que consta de los siguientes pasos:

Volumen: Se observa directamente sobre ¢l tubo graduado, teniendo en cuenta que un toro
mayor de 2 afos debe tener un eyaculado de no menos de 4 mL. El volumen puede vanar

entre 2y 12 ml..

Color: Se consideran normales los colores que van del blanco al amarillento, siendo

patologicos, los colores rosado, amarronado v verdoso

Densidad: La densidad del semen varia desde un semen acuoso, lechoso, lechoso-cremoso,

hasta un cremoso, estando directamente relacionada con la concentracion

MB = Cremoso, espeso 750,000 esp/mm3

B = Lechoso, 400 a 750.000 esp/mm3

R = Leche aguachenta, 250 a 400.000 esp/mm3
P = Traslucido, menos de 250,000 esp/mm3

Motilidad en masa macroscopica: Segun Angelino (2009) se evalia observando el tubo
de recoleceitn y detectando la presencia o no de movimiento masal o de remolinos. Se

considera como positiva o negativa dando una valoracion de 0 a §

s Muy bueno MB  (5) = movimientos masivos muy marcados raidos.
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* Bueno B (4) = movimienio en masa aparente, pero moderados.

¢ RegularR (3) ondas en movimiento apenas apreciable.
e Pobre (P) (2)

e  Muy pobre (MP) (1)

movimientos débiles apenas apreciables

no hay ondas, semen sin movimiento
Las otras evaluaciones macroscopicas descritas por Gomez y Mighiorisi (2017), son:
pH: Se evalia extrayendo una gota de semen del tubo y colocandola sobre una tira

indicadora de pH. Se considera un pH normal, entre 6.2 y 6.8.

Cuerpos extraios: Sc¢ evalia observando el fondo del tubo para detectar la presencia de

algun cuerpo extrafio, se considera como positivo o negativo.

Schalm Test: Se realiza para detectar la presencia de leucocitos, pero s6lo en casos que se

sospeche la presencia de los mismos. No se hace de rutina en cada evaluacion.
b) Evaluacién microscopica

Dentro de la evaluacion microscopica se analizan los siguientes parimetros.
Concentracion espermatica

La concentracién o namere de espermatozoides son una variable contundente en relacion
con la fertilidad (Rodriguez y Martinez, 2013; Zrimsek, 2011). El método inicial utilizado
en la mayoria de los centros es estimar la concentracion de espermatozoides por un
recuento mediante la téenica hemocitométnea o por una determinacion espectrofotomeétrica

de la turbidez de una dilucion medido de una muestra de semen (Vijaya er al., 2013),

El método hemocitométrico se realiza con la utilizacion de la camara de Neubauer, el cual
es un portaobjetos que tiene dos zonas ligeramente deprimidas y que en ¢l fondo de las

cuales se ha marcado una rejilla con 5 cuadros pnncipales: A, B, C, D v E. El cuadro
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central, E, se subdivide en 25 cuadros menores. Los 4 cuadrados mas pequefios de las
esquinas se denomunan E1, E2, E3, E4, mientras que el central es 5. Cuando se cuenta se
incluyen todos los espermatozoides contenidos dentro de los cuadros elegidos v los que
crucen las lineas superior v derecha del cuadro. El cuadro principal E tiene Tmm de Jargo v
Imm de ancho, y el espesor de liquido comprendido entre la cubierta v el hemocitometro es
de 0.1 mm. Por lo tanto, su factor de multiphcacidn del cvadro principal es de 104, o
10000, 51 se cuentan todos los espermatozoides contemidos en dicho cuadrado v ¢l nimero
se multiplica por ¢l factor anterior (10000), s¢ obtiene ¢l numero de espermatozoides por
mililitro de la solucion aplicada al hemocitometro. Si este nimero a su vez se multiplica por
el factor de dilucion espermatica (10, 20, 100, 200, etc.) se obtendra la concentracion de
espermatozoides en la muestra original de semen, A partir de esta informacion, el nimero
total de espermatozoides en el semen se calcula multiphcando la concentracion espermatica

por ¢l volumen del eyaculado (Cisneros, 2011).
Motilidad espermitica

La motilidad es uno de los muchos requisitos que ha de reumir un espermatozoide para ser
capaz de fecundar un ovocito, sin embargo, ha sido v todavia es el pardmetro mas utilizado
para valorar la calidad de un evaculado o de una dosis de semen refnigerado o congelado,
para la migracion espermatica a través del tracto genital de la hembra ocurra normalmente,
y sobre todo para ¢l establecimiento de un reservonio espermatico en el oviducto, los
espermatozoides han tener movimiento activo; pero ademas, la motilidad es también una
manifestacion de mtegridad estructural y de competencia funcional del espermatozoide

(Muifio ef al, 2006).
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Motilidad o movimiento en masa

La motilidad del esperma se caleula mediante la evaluacion del porcentaje de
espermatozoides en una muestra de eyaculado que tienen movimiento progresivo (Perry
2008). Se observa de la siguiente mancra, s¢ coloca 5 mm de diametro sobre un
portaohjetos precalentado y se observa ¢l movimiento en masa de los espermatozodes,
usando mucroscopio de campo claro, ¢l diafragma de campo cemado y con una
magnificacion de 40X, los factores que mfluyen en el movimiento en masa de los
espermatozoides son la concentracion, el porcentaje de células con movimiento progresivo
y la velocidad/vigor del movimiento de los espermatozoides, si uno o mas de estos factores

s¢ encuentran comprometidos el movimiento en masa se reducira (Angelino, 2009)

Normalmente 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 rapido v
vigoraso, y de 0 cuando no se observa movimiento en ondas. Tras la dilucidn del evaculado
fresco, o tras la descongelacion de dosis de semen congelado, se estima el porcentaje de
espermatozoides individuales que estin en movimiento y el tipo de movimiento que

realizan progresivos o no progresivos (Muifio, 2008).
Motilidad total

La motilidad total es uno de los parametros mas importantes del analisis semunal el cual se
realiza mediante la valoracion visual subjetiva de los espermatozoides moviles y la calidad
de su movimiento a una temperatura 37 * C a 40 X, para lo cual se contaran 200 ceélulas
expresandolas en porcentaje todas los espermalozoides que presenten movimientos

(Mellisho, 2010).
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Motilidad individual progresiva

Se coloca un volumen de 5 a 7 pul. de semen sobre un portaobjetos nueve v precalentado
creando una gota de aproximadamente 3 a 5 mm de dimetro, que luego se cubre con una
lammilla cubreobjetos, la muestra se observa con microscopia de fase y con aumento de
200 — 400x determimando el porcentaje de células espermaticas con movimienio progresivo
lineal. Si el semen estd muy concenirado, la muestra puede diluirse con una solucion

amortiguadora o diluyente de semen antes de colocar al cubreobjetos (Angelino, 2009).
Morfologia

El analisis 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
espermatozoide se basa en la relacion directa que haya entre la proporcion de
espermatozoides anormales en el eyaculado, el tipo de defecto morfoldgico v su relacidn

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

La morfologia estd estrechamente relacionada con la motilidad espermatica en forma nuis
directa, v s¢ mide en porcentaje de espermatozoides con delectos de morlologia. Se
necesita, al menos, un buen porcentaje de espermatozoides moviles y de ellos se espera que
entre 70 a 80% posea morfologia normal. Esto quiere decir, que como maximo se acepta 20

a 30% de atipias (Aguero, 2012).

Vitalidad

Esta caracteristica mide el nimero de espermatozoides vivos v se expresa como el
porcentaje de células muertas, una vez danado, los espermatozoides no son capaces de

volver a sellar el plasmalema comprometida, y por lo tanto, no puede mantener e¢sas

40

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



concentraciones de lones vy co-factores esenciales para la supervivencia de los
espermatozoides. El desarrollo de la tecnologia ha proporcionado nuevas herramienlas 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
el colorante cosma-migrosina, con el cual los espermatozoides muertos seran tefiidos de
color rojo o en rosa, mientras que los vivos quedan sin tediir, esto debido a que el colorante,
cuando existe dafio a nivel de la membrana celular, como en la célula espermatica muerta,
¢s capaz de atravesarla vy colorearla; aquellos espermatozoides que se observan en la lamina
sin teiirse, son aquellos espermatozoides que poseen una membrana celular intacta v no

permeable al paso del colorante (Aguero, 2012),
Integridad de la membrana espermatica

La integridad de la membrana espermatica ha sido uno de los parametros mas estudiados,
por su papel clave en la funcion espermitica. De hecho, el estado de la membrana
espermatica marca la integridad morfologica v funcional de la célula. La evaluacion
morfologica se realiza usando la 6ptica de contraste diferencial de interferencia, la 6ptica de
contraste de fase o las tinciones supravitales como el verde rapido/eosina, la eosina/azul de

anilina, ¢l azul tripan/giemsa o el amarillo de naftol/entrosina (Mellisho, 2010).
Test hipoosmatico (Host)

El Host, es un método que se basa en la capacidad de las membranas para permitir ¢l paso
del agua con ¢l fin de establecer ¢l equilibrio entre el compartimento de fludo dentro del
espermatozoide v los alrededores externos (Drevius, 1972). Se sugino que la capacidad de

los espermatozoides de hincharse en presencia de medio hipo-osmotico refleja el transporte
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de agua normal través de la membrana de esperma, que es un signo de mtegridad de la

membrana normal y la actividad funcional (Januskauskas y Zilinskas, 2002),

El Host en toros puede realizarse sometiendo una muestra de 10 pL de semen a un medio
hiposmotico (100 6 150 mOsm/ L) durante 30 minutos y en un bafio maria termoestable a
37 °C. Transcurrido este tiempo, se inmovilizan los espermatozoides con glutaraldehido v
sobre una lamina portaobjeto se observa la muestra fijada, utilizando un microscopio de
contraste de fases con el objetivo de 40X. Se cuentan los espermatozoides hasta un total de
100, observando la reaccion positiva de los mismos Mediante flagelos doblados o

enrollados (Rubio-Guillen y Quintero-Moreno, 2008).
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I1I. MATERIAL Y METODOS

3.1 Localizacion

El presente experimento fue realizado en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la
Universidad Nacional Micaela Bastidas de Apurimac, ubicado en Patibamba Baja del
distrito ¥ provincia de Abancay del departamento de Apurimac, Peri. Estd localizado a
13°38°31.40" Latitud Sur y 72°53717.03" Longitud Oeste, y estd a 2180 m de altitud

(Google Earth, 2017)

3.2 Material biolégico

Se utilizaron al azar 30 cpididimos de toros criollos mayores de 3 aflos de edad
(identificados mediante denticion, mas de 6 incisivos), beneficiados en el Camal Municipal
de Abancay. Una wvez beneficiado los animales inmediatamente los testiculos fueron
extraidos mediante separacion el cordon espermatico, tinica vaginal y tinica albuginea.
Luego se colocd en bolsas plasticas estériles, en una caja con tapa de poliestireno y se
transportd hasta el Laboratorio de Reproduccion Amimal, a una temperatura entre 25 a 30

“C alrededor de 60 min.
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3.3 Diseiio experimental

Se formaron tres grupos de tratamiento (T) de dilutores de espermatozoides, T1: Tris -
vema de huevo de codomiz al 10% (n = 10); T2: Tris - yema de huevo de codorniz al 15%
(n=10); T3: Tris - yema de huevo de codomiz al 20% (n = 10). Las muestras de cada
tratamiento de espermatozoides epididimarios, se evaluaron a 0, 12, 24 48 v 72 h de

refrigeracion a 4.5 °C.
3.4 Coleccion de espermatozoides

Los espermatozoides epididimarios se colectaron mediante la técnica de lavado por flujo

retrogrado, que consiste en los siguientes procesos:

a. Mediante la utilizacion de implementos v técnicas asépticas se diseccionaron los
vasos deferentes vy la cola del epididimo, se removid la tinica serosa testicular v los

vasos sanguineos con bisturi y tijera recta.

b. Una vez removida la tumica serosa testicular y ubicado el conducto deferente se
inyectd 3 mL de dilutor Tris - yema de huevo de codorniz al 10, 15 y 20% segin los

tratamientos,

¢. Se introdujo una aguja de 21 G con punta “roma” con jeringa hipodérmica de 10
mL con 3 mL de diluyente Tris - yema de huevo de codomiz 10, 15 y 20% segin
los tratamientos, en el lumen del conducto deferente v se perfundid lentamente. Las
paredes del conducto deferente se sujetaron con una pmnza "mosquito” contra ln
aguja para evitar la pérdida del liqudo de lavado, A continuacion, se obtuvo

lentamente el liquido espermatico epididimano por el extremo cortado al extremo
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distal de la cola del epididimo, luego se coloco el tubo conico de 15 mL donde se

obtuvo la muestra, inmediatamente se llevo a bafio Maria a 37 °C.
3.5 Preparacion de dilutores

Los dilutores se prepararon individualmente para los tres tratamientos, utilizando los

siguientes componentes segun Cuadro 5.

Cuadro 5. Composicion del dilutor Tris - yema de huevo de codomiz segin los

tratamientos, preparacion para 25 mlL.

Tl T2 T3

10% 15% 20%
Tns(g) 0.9075 0.9075 0.9075
Glucosa (g) 0.1250 0.1250 0.1250
Acido citrico (g) 04975 04975 0.4975
Yema de huevo de codomiz 125 ml. 25 mL 5mL
Penicilina 10000 UT 10000 Ul 10000 U1
Agua bidestilada 2375mL  22.5mL 20 mL

3.6 Refrigeraciin

Las muestras contenidas en tubos conicos de plastico segiin los tratamientos se colocaron a
refrigeracion a 4.5 °C, desde alli se tomaron muestras para la evaluacion espermitica a los

diferentes tiempos 0, 12, 24, 48 v 72 h de refrigeracion post coleccion de espermatozoides

epididimanios.
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3.7 Evaluacion de los espermatozoides epididimarios
a) Motilidad espermatica

i. Motilidad masal

La evaluacidn de motilidad masal es subjetiva, se le dio la valoracion de 0 a §;
considerando 0, a la ansencia de movimiento y S a ondas con movimiento muy rapido
vy vigoroso. S¢ coloco 5 pl. de espermatozoides colectados del epididimo sobre el

portaobjeto atemperado a 37 °C y se observd con microscopio optico a 10X,
il. Motilidad individual total

Se considero el total de espermatozoides motiles 0 moviles expresada en porcentaje.
Para la evaluacion esta evaluacion de motilidad, 5 pl de espermatozoides colectados
del emdidimo fue depositada sobre una lamina portaohjetos previamente calentada y
dilmda en 45 pL de clorure de sedio en tubos Eppendorf, de esa dilucion se aspird y se
colocd a la limina portacbjeto, luego fue recubierta por un cubreobjetos y se observo

en un microscopio a 40X
iii. Motilidad rectilinea progresiva

Se considerd a la motilidad de espermatozoides con movimientos rectilineos v
progresivos que atraviesan ¢l campo microscopico observado. El procedimiento para la
evaluacion fue el mismo que para motilidad mdividual total. Fue expresada en

porcentajes.
b) Vitalidad espermitica

La viabihdad espermatica fue evaluada utihzando una solucion de eosina/migrosina. Se

colocd una alicuota de 5 pul. de cosina, nigrosina y espermatozoides. S¢ observaron 200
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células esperméticas en microscopio aptico a 100X, se considerd espermios muertos

aquellos coloreados.
¢) Integridad funcional de la membrana citoplasmitica

La prueba de Host se realizd utilizando 0.9 mL  de solucion liposmotica v 0,1 mL de
espermatozoides diluidos v luego se agregd 0.1 mL de formaldehido al 4%. Se
contaron 200 células espermaticas por microscopia a 1000 x. La positividad a la prueba
de endosmosis se considerd cuando las células espermdncas presentaron edema,
evidenciado por enrollamiento de Ia cola. Los espermatozoides se someticron a la
prueba de endosmosis (hipoosmotica - Host), incubados por 30 mun a 37 °C en

solucton citrato de sodio mas fructosa (100 mOsm/ L).
3.8 Anidilisis estadistico

Para el analisis estadistico se¢ utilizd el programa SAS v 94, Las vanables de respuesta al
principio se comprobaron la normahdad v homogeneidad de vananzas mediante la prueba
Shapiro-Wilk a través del procedimiento UNIVARIATE, luego se utilizd el procedimiento
GLM (modelo lineal general) con datos desbalanceados para realizar el andhisis de varianza
bajo el disefio completamente al azar, determinando la significancia (P < 0.05) entre

grupos, cuyo modelo fue:
Yij = p+ Ti + ei

Dande:

Y13 = Es variable de respuesta (motihdad masal, motilidad individual total,
motilidad individual rectilinea progresiva, integndad de funcional de la
membrana citoplasmatica v vitalidad).

i = Es la media general
Ti = El efecto del tratamiento (Tris - vema de huevo de codormiz al 10, 15 v 20%)

¢i] = Es el error experimental.
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1V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Motilidad masal
La motilidad masal s¢ muestra en el Cuadro 6. El dilutor Tris - yema de huevo de codorniz
(TYHC}) al 10, 15 y 20% en los diferentes tiempos 0, 12, 24, 48 y 72 h de refrigeracion de

espermatozoides, presenta efectos similares (P > 0.05) sobre la motilidad masal

espermatica. Conforme el nempo de refrigeracion es mayor, la motilidad masal se reduce
(£ =0.05). En la Figura 1. Se observa, entre la dosis de TYHC y el tiempo de refrnigeracion

de espermatozoides no hubo interaccion (P = 0.05).

Cuadro 6. Grado de motilidad masal (media + desviacion estandar) de espermatozoides
epididimarios de toros Crollos colectados a post mortem con dilutor Tris con diferentes
concentraciones de huevo de codomiz (YHC) evaluados a diferentes tiempos de
refrigeracion (TR),

YHC n TR (h)
(%) 0 12 24 48 72
100 10 44+026a 33+033b 242045 1.6+£036d  1.2+0.64e

I5 10 43+036a 3.4£034b 27+ 0.68c 2.0£065d  1.7£0.75¢
20 10 434037 3.0£032b  2.6%091c  1L6£065d  L0=0.73¢

Letras distintas dentro de la misma fila, expresan diferencias (# < 0.05)
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Figura L. Interaccion entre Tris — yema de huevo de codomiz (10, 15 y 20%) v hempos de
refrigeracion (0, 12, 24, 48 y 72 h) sobre la motilidad masal de espermatozoides
epididimarios de toros cniollos colectados a post mortem.

Luciano ef al. (2012) encontré un vigor (0 a 5) promedio de 3.6 + 0.7, Ribeiro-Peres ef al.
(2014) 3.5 + 0.5, en espermatozoides frescos colectados con dilutor Tris — yema de huevo
sin crioprotector desde epididimos de toros post mortem ; valores que son inferiores al
resultado de este estudio que se encontrd 4.3 + 0.3 en espermatozoides antes de la
refrigeracion. Considerando las horas de refrigeracion 0, 12, 24 h post coleccion de
espermatozoides epididimarios de este estudio, los valores de motihdad masal son similares
84, 46, 40% a 2, 10 y 24 h de espermatozoides recuperados del epididimo de toros post

mortem obtenido por Luzon (2015).

En otro estudio Bertol ef al,, (2013) muestra valores medios de vigor de espermatozoides

recolectados de la cola del epididimode 5+ 0,5+0, 45+ 1,47 0.5, 4+0parab, 12,
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18, 24, 30 h post orquiectomia de toros, el primer valor es similar al resultado del presente
estudio, los siguientes valores son diferentes porque se refrigerd los espermatozondes
diluidos, mientras en el otro caso estuvieron contemidos dentro del epididimo junio al
testiculo orquiectomizado, La motilidad masal es subjetiva, otros denominan como
actividad masal que se estima mediante una valoracion subjetiva del movimiento masivo de

los espermatozoides con un rango de 0 a 3, segin Evans ef al. (1990).
4.2 Motilidad total

En el Cuadro 7. Se muestran los resultados de la motilidad total de espermatozoides
epididimarios coleciados post mortem. Las tres concentraciones 10, 15 v 20% del dilutor
TYHC en distintos tiempos de refngeracion 0, 12, 24, 48 v 72 h tienen efectos similares (P
> 0.05), Segan las horas de refrigeracion que transcurre, la motilidad total de
espermatozoides es diferente y disminuye (P < 0.05). Entre las concentraciones del dilutor
TYHC versus horas de refrigeraciom no hay interacciom (# = 0,05), se observa en la Figura

2
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Cuadro 7, Porcentaje de motilidad total de espermatozoides epididimarios de toros
Criollos (media + deswviacion estandar) colectados a post mortem con dilutor Tris con

diferentes concentraciones de yema de huevo de codormiz (YHC) evaluados a diferentes

nempos de refrigeracion (TR),
YHC TR(M)
n
(%) 0 12 24 48 7

10 10 BlL1£64Ta 712x700b 651%935¢c 42.1%1065d 33.6%7.18¢

15 10 B0%221a 735%£997b 7T1.6% 493c 481%801d 372x64d¢e

20 10 826+608an T23+806bh 678:1083c 44.12829d 359+£6.15¢

Letras distintas dentro de la misma fila, expresan diferencias (7 < 0.05).
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Figura 2. Interaccion entre Tns — vema de huevo de codomiz (10, 15 y 20%) y tiempos de

refrigeracion (0, 12, 24, 48 y 72 h) sobre la motihdad total de espermatozoides

epididimanios de toros Criollos colectados a post mortem,
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La motilidad total de espermatozoides epididimarios de toros post mortem encontrado en
este estudio 81.9 + 4.9% a 0 h de refrigeracion es similar al reporte de Cunha ef al. (2016)
quienes encontraron 875413 %. Otros resultados sefalan porcentajes de 74.5 + 5.2
(Ribeiro-Peres et af., 2014); 5512 + 4.23 (Papa ef al., 2015); 74 = 7.0 (Luciano ¢f al.,
2012). En otro reporte Bertol er al. (2013) muestran valores medios de 67.5 £ 11.9; 6625 =
7.5:675 +28; 5875 +85; 4125+ 75 para 6, 12, 18, 24, 30 h post orquiectomia de

1oras,

A las 24 h la motilidad total en este estudio fue 65.1 + 935,726 + 493, 67.8 + 10,83 para
10, 15 y 20% DYHC, siendo estos resultados similares al reporte de Luzon (2015), 69 %s a
24 h de refrigeracion con dilutor comercial AndroMed. en otros tiempos de refrigeracion
los resultados varian 57, 46, 37, 26% para 48, 72, 96, 120 h de refrigeracion de

espermatozoides obtemdo mediante lavado retrogrado considerando 2 h post mortem.

Las vanaciones de los resultados de otros estudios probablemente sean por tipo de dilutor
diferente, tiempo de obtencion de espermatozoides epididimarios, genética del animal entre
otros. Sepun Fernandez-Santos ef al. (2009), los epididimos tienen condiciones adecuadas
para prolongar la supervivencia del esperma, porque la cola del epididimo proporciona ¢l

ambiente Gptimo para el almacenamiento del gameto.
4.3 Motilidad rectilinea progresiva

Los resultados de la motilidad rectilinea progresiva se detallan en el Cuadro 8, donde a las
24 v 48 h de refrigeracion espermatica, en el tratamiento de concentracion al 15% del
dilutor TYHC, los espermatozoides presentan mayor (P < 0.05) motilidad rectilinea

progresiva, a las 0, 48 v 72 h de refngeracion espermitica las motilidades son similares (P
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> 0.05) entre las tres concentraciones de YHC. Entre las vanables de respuesta,
concentracion del dilutor TYHC v el tiempo de refrigeracion espermadtica, no hubo
interaccion (P = 0.05) para la motilidad rectilinea progresiva (Figura 3),

Cuadro 8. Porcentaje de motihdad rectilinea progresiva (media + desviacion estandar) de
espermatozoides epididimarios de toros eniollos colectados a post mortem con dilutor TRIS

con diferentes concenmtraciones de yema de huevo de codormz (YHC) evaluados a

diferentes tiempos de refrigeracion (TR)

YHC TR (h}

(%)

0 12 24 48 T2

10 10 348+319a 2021044 b 141 £ 359 ¢ 1H0£245d 59+386¢
15 10 328+x4.18a 24626430 215+ 583 ¢ 153+579d RKR7+333¢

20 10 3188640 2142790 17.7% 6.09 ¢ 124£395d 73x255e

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

W S
=
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P R e

Yooy de Ruevs de Cibilemi ML)

S T

Figura 3. Interaccion entre Tris — vema de huevo de codomiz (10, 15 y 20%) v hempos de
refrigeracion (0, 12, 24, 48 y 72 h) sobre la motlidad rectilinea progresiva de
espermatozoides epididimanios de toros cnollos colectados a post mortem.
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La motilidad rectilinea progresiva de espermatozoides encontrados en esta investigacion
fue menor al reporte de Quispe (2015), quien encontrd 44,76 = 10,31, 37.41 + 12.20, 30.97
+ 9 75% para 0, 12, 24 h de refnigeracion, esta supenondad podria ser debida por la técnica
de coleccion fundamentalmente, ademas cada complejo escroto — testiculos - epididimos
fueron almacenados aleatoriamente durante 0, 12 v 24 h a § °C, luego colectd los
espermatozoides cortando el borde libre de la cola del eprdidimo, los cortes se dejaron caer
2 a 3 gotas de contenido epididimal en un tubo de ensayo de 15 ml. que contenia 2 mL de

dilutor Tris - yema de huevo precalentado a 35°C.

Valverde (2016) reporta 842 + 154, 675 + 7.04% de motilidad rectilinea progresiva
espermatica, para los epididimos transportados a a 5 y 20 °C desde el matadero al
laboratorio, ademis uso dilutor AndroMed®, que tiene entre sus componentes a leciting de
soya, ¢l tipo de dilutor y la temperatura de transporte del epidididimo (siendo mejor a §
"C) podrian ser los factores que favorecerian la motilidad ala comparada con ¢l presente
estudio donde se transportd temperatura ambiente (25 a 30 °C) y se utilizé Tris con yema

de huevo de codomiz

Cunha ¢r al. (2016) encontraron 57.5 + 1.8 en espermatozoides frescos, 46,1 + 3.5 en
refrigerados por 4 h a 4 °C, procedentes de testiculos orquiectomizados v mantenidos a 5
°C por 2 h, la coleccion de espermatozoide fue mediante corte de la cola del epididimo,
utilizaron como dilutor Tris-citrato-yema de huevo - glycerol, ademas los testiculos fueron
procedentes de machos seleccionados con una motilidad espermitica 2 70% v minmmo de
T0% espermatozoides normales. Los valores son mavores comparados con la presente

imvestigacion, la razon fundamental seria que se utilizd machos seleccionados
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4.4 Prueba de enddsmosis (Host)

Los resultados de positividad a endosmosis se muestran en ¢l Cuadro 9. El efecto de las
concentraciones 10, 15 y 20% del dilutor TYHC sobre la integridad de la membrana
plasmatica de los espermatozoides epididimanios son sinilares (F = 0.05) en cada hora 0,
12, 24, 48 y 72 h de refrigeracion de espermatozoides. En las diferentes concentraciones del
dilutor TYHC, el tiempo de refrigeracion de espermatozoides influye (P < 0.05) en la
imtegridad de la membrana espermatica. En la Figura 4, se observa que entre las
concentraciones y horas de refngeracion no hubo efecto de interaccion (72 = 0.05) sobre la
positividad a la prueba de Host.

Cuadro 9. Porcentaje de respuesta positiva (media + desviacion estandar) a endosmosis de
espermatozoides epididimarios de toros criollos colectados a post mortem con dilutor TRIS

con diferentes concentraciones de yema de huevo de codomiz (YHC) evaluados a

diferentes tiempos de refrigeracion (TR)

YHC TR (h)
N

(%) 0 12 24 44 72

I 10 885+£404n TRI£T7S1Db 7621001 c¢ 60.9 = 4.64 d 476936 ¢

15 10 908+£387a 8132645h T36+£832¢c 61.4+£9974d 544213 e

20 10 935%3.01la TEH6£6.T0h T20£9.85¢ 62.3=10.014d 5091671 e

Letras distintas dentro de la misma fila, expresan diferencias (P < 0.05).
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Figura 4. Interaccion entre Tris - vema de huevo de codormiz (10, 15 v 20%) v iempos de
refrigeracion (0, 12, 24, 48 y 72 h) sobre la integridad de la membrana plasmatica de los

espermaiozoides epididimarios de toros Criollos colectados a post mortem.

Quispe (2015), reporta 6972 £ 720, 67.87 + 446, 603] = 79% para 0, 12, 24 h de
refrigeracion de espermatozoides del epididimo positivos a la prueba de Host, datos que son
menores al presente estudio, la explicacion podria ser principalmente debudo al manejo del
epididimo, que fueron almacenados cada complejo escroto — testiculos - epididimos durante

0,12y 24 has°®C, para luego coleccionar los espermatozoides, otro factor que podria

afectar es el tipo de dilutor gue en ¢l caso uso6 Tris - yema de huevo,

Similarmente Ribeiro - Peres ¢r al. (2014) encuentran 69.7 + 9 2% al utilizar como medio

diluyente a base de Tris yema de huevo, sin crioprotector, cuyos epididimos fueron
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transportados desde ¢l camal al laboratorio mantenidos a una temperatura de 37 °C por 10

minutos,

Por otro lado, Luciano ef al. (2012) que utilizaron sondas fluorescentes para determinar la
integridad funcional de la membrana reportan 77 4 £ 10.2%, Estos resultados son iferiores
al reporte que se encontro en el presente estudio. En todos los casos, los espermatozoides
fueron colectados de epididimos de toros post mortem. El tipo de dilutor fundamentalmente

seria la causa de las diferencias.
4.5 Vitalidad

La witahdad de los espermatozoides refngerados se detalla en el Cuadro 10. Las
concentraciones de 10, 15 y 20% del dilutor TYHC no influyen (P = 0.05) en la vitahidad
de espermatozoides epididimanios en los diferentes tiempos de refrigeracion espermatica 0,
12, 24, 48 v 72 h. La cantidad de espermatozoides vivos se reduce (/ < 0.05) conforme
transcurre el tiempo de refrigeracion. Entra la concentracion del dilutor TYHC y las horas

de refrigeracion no hubo mteraccion (P = 0.05), se muestra en la Fipura 5.
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Cuadro 10. Porcentaje de vitalidad (media + desviacion estandar) de espermatozoides
epididimarios de toros criollos colectados a post mortem con dilutor Tris con diferentes
concentraciones de vema de huevo de codomiz (YHC) evaluados a diferentes tiempos de

refrigeracion (TR).

YHC TR (h)
e -
(%) 0 12 24 48 n

10 0 B56:306a T96+659ab 723970 b 547+1253¢ 4424785 d

15 0 8514407a 770+£704ab  T1£965 b 59241512¢ 512420474

20 10 862+204a 758+£964ab T00£1095b 51021521¢ 46820054

Letras distintas dentro de la misma fila, expresan diferencias (P < 0.05),
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Figura 5. Interaccion entre Tris — yema de huevo de codormiz (10, 15 v 20%) ¥
tiempos de refrigeracion (0, 12, 24, 48 y 72 h) sobre la wvitalidad de los

espermatozoides epididimanios de toros cniollos colectados a post mortem
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Los porcentajes encontrados en este estudio son mayores a los resultados de Saavedra
etal (2012) 77.17 £ 6.05 (panaderia 1), 77.83 + 3.87% (ganaderia 2); Luciano e/ al.
(2012) 703 = 9.5%; Ribeiro - Peres et al. (2014) 694 £ 10.7; y son similares
considerando la hora cero al comparar con Luzon (2015) 86, 76, 63, 51, 34% para 2, 4,

8, 10, 24 h post mortem del toro.

Las diferencias encontradas entre las otras investigaciones, posiblemente obedecen a
los componentes de los dilutores, condiciones de toma de muestra, transporte entre los

faclores mas importantes.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

a) CONCLUSIONES

e El dilutor Tris - yema de huevo de codomiz 10, 15 y 20% a 0, 12, 24, 48 y 72 h de
refrigeracion, tienen cfectos similares sobre la motilidad masal, motilidad total vy
motilidad rectilinea progresiva de los espermatozoides epididimarios de toros Criollos
post mortem

e La integridad funcional de la membrana plasmatica de los espermatozoides
epididimanios de toros criollos post mortem, no fue afectada por el dilutor Tns - yema
de huevo de codomiz 10, 15 v 20% en la refrigeracion a 0, 12, 24, 48 y 72 h post
coleccion

o La vitalidad de los espermatozoides epididimarios de toros cnollos post mortem
presentan similitud al utilizar dilutor Tris - yema de huevo de codorniz al 10, 15 y 20%
durante la refrigeracion a 0, 12,24, 48y 72 h

e La motilidad masal, motilidad total y motilidad rectilinea progresiva, ntegridad
funcional de la membrana plasmatica, vitalidad de los espermatozoides epididimarios

son menores (£ < 0.05) conforme pasa el iempo de refnigeracion 0,12,24,48y72h
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e Se concluye, que se puede utilizar como sugerencia el dilutor Tns - yema de huevo de
codorniz en cualquiera de las concentraciones 10, 15 o 20%, en la refrigeracion de
espermatozoides epididimanos de toros criollos post mortem con fines de usar
tecnologias reproductivas.

b) RECOMENDACIONES

¢ Mantener a los animales a utilizar en posteriores trabajos de investigacion, en las
mismas condiciones de abstinencia sexual, estrés, entre otros factores que pudieran
alterar los resultados de los andlisis a realizar sobre caracleristicas espermaticas

epididimarias.
» Realizar estudios comparativos con Tris — vema de huevo a diferentes concentraciones

de olras aves.

e Evaluar la fertilidad, utilizando mseminacion con espermatozoides epididimanos

refrigerados,

o Complementar las evaluaciones espermaticas epididimarias con diferentes técnicas

mcluyendo las computarizadas.

e Reahzar estudios con semen eyaculado, con la finalidad de encontrar mejores resultados

para la preservacion de semen en estado de refrigeracion.

« Evaluar ¢l uso de vema de huevo de codomiz como uno de los componentes del dilutor

Tnis o similares, en la criopreservacion de espermatozoides
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ANEXOS
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Figura 6. Pesado de componentes para la preparacion de dilutor Tris

Figura 8. Epididimo de toro extraido, antes de realizar ¢l lavado retrogrado
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Figura 9. Lavado retrogrado del epididimo para coleccion de espermatozoides

Figura 11. Colorantes Eosina y Nigrosina utilizados en la tincién, para determinar la
vitalidad de espermatozoides.
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Figura 12. Procesamiento de muestras para determinar la integridad de la membrana
espermatica. (Test de Host)

EEE .-
Figura 13. Proceso de tincitn y andlisis de muestras de espermatozondes

Figura 14, Evaluacion microscopica de espermatozoides epididimarios
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Figura 15, Motilidad masal de espermatozoides epididimarios

A

Figura 16. Espermatozoides positivos y negativos a la evaluacion de vitalidad

Figura 17. Espermatozoides positivos y negativos al Test de Host
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Cuadro 11. Analisis de vananza para motilidad masal de espermatozoides eprdidimanos de
toros cnollas postmortem.

Fuente GL ;Tm::.s c':::dmt: o F-valor Pr=F
Modelo 14 1753179 12,5227 40,8000  <.0001
Dilutor 2 1,7160 0,8580 2,8000 0,0647
Tiempo 4 171,5295 42,8824 139,7100  <.0001
Dilutor*tiempo 8 2,0724 0,2591 0,8400 0,5657
Error 132 40,5146 0,3069
Total corregido 146 215,8325

Cuadro 12. Analisis de varianza para motilidad total de espermatozoides epididimarios de
toros criollos postmortem.

Fuente GL i:;“;:::us :1“::;““ F-Valor Pr>F
‘Modelo 14 445952291 31853735 57,7200  <.0001
Dilutor 2 476,4068 238,2034 4,3200 0,0153
Tiempo 4  43956,9707 10989,2427  199,1400 <0001
Dilutor*tiempo 8  161,8516 20,2315 0,3700 0,9364
Error 130 7173,7778 55,1829

Total corregido 144 51769,0069

Cuadro 13. Analisis de vananza para motilidad rectilinea progresiva de espermatozodes
epididimanos de toros criollos postmortem.

Suma de Cuadrado

Fuente GL el eiic F-Valor Pr>F

Modelo 14 11213,2262 8009447 249100 <0001
Dilutor 2 2540837 127,0319 3,9500 0,0217
Tiempo 4  10726,6146 2681,6536 83,3900 <.0001
Dilutor*tiempo 8 232,5479 29,0685 0,000 0,5155
Error 126 4051,7667 32,1569

Total corregido 140 15264,9929 - -
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Cuadro 14. Analisis de varianza para vitalidad de espermatozoides epididimarios de toros

criollos postmortem

Fuente

;ﬂod_elu
Dilutor

Tiempo

Dilutor *tiempo
Error

Total corregido

131
145

Suma de

Cuadrado
cuadrados medio
27455,97553 1961,14111
65,90808 32,95404
26958,40238 6739,6006
431,66507 53,95813
18170,08611 138,70295
45626,06164

F-Valor

14,14
0,24
48,59
0,39

Pr>F

<.0001
0,7889
<.0001
0,9249

Cuadro 15. Analisis de vananza para integridad de menbrana plasmatica (Host) de
espermatozoides epididimarios de toros criollos postmortem

Fuente GL :;::::s E“n::d“::“ F-Valor Pr>F
Modelo 14 21008,70129 1500,62152 16,23 <.0001
Dilutor 2 270,36852 135,18426 1,46 0,2366
Tiempo 20401,53664 5100,38416 55,18 <.0001
Dilutor*tiempo ] 336,79614 42 09952 0,46 0,8843
Error 99 9150,7373 92,43169
Total corregido 113 30159,4386

78

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



