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Introduccion

La criopreservacion del semen para la inseminacion artificial (1A) sirve como un instrumento
para difusion del material genético de los animales, por lo que es necesario que el material
fecundante de los machos sea sometido a tecnologias eficientes (1). EI uso del semen de toro
con altos niveles de anormalidades espermaticas, no se recomienda para la 1A porque
probablemente conduciria a la subfertilidad (2). La morfologia espermatica es un factor
determinante en la capacidad de fertilizacion del semen, ya que existe una correlacion entre

defectos espermaéticos e infertilidad (3).

El examen morfologico del semen es una prueba de control de calidad. Cada eyaculado
contiene una serie de espermatozoides anormales, pero si la proporcion de estos es muy alta
entonces nos encontraremos ante un semen de baja calidad (4). Existen varios procedimientos
de tincion de espermatozoides, los cuales permiten evaluar los espermatozoides (5). La
coloracion con Diff-Quik o Eosina-Nigrosina son métodos de tinciones que favorecen la
determinacion morfologica de cabeza y cuello (pieza intermedia) del espermatozoide, ademas

de valorar su forma, permitiendo la categorizacion de los espermatozoides (6).

Los estudios actuales sobre contrastacion seminal persiguen como objetivo final identificar
algln pardmetro cinético, morfoldgico o bioquimico que indique el estado de la célula
espermatica (7). Las tinciones simples visualizan integralmente el espermatozoide y son
sencillas su uso (8). La tincién Diff-Quik es un método de tincion simple que mancha la
cabeza del esperma azul claro / violeta, el acrosoma azul palido, la cola y pieza intermedia
azul o rojizo (9). La tincion de eosina- nigrosina ademas de tefiir a los espermatozoides,
permite observar la morfologia del espermatozoide (10). La evaluacién morfoldgica de
espermatozoides del toro es importante para predecir el resultado del espermatozoide
congelado-descongelado en una inseminacion artificial o programas de fertilizacion in vitro.
Por tales consideraciones, se plante6 el presente estudio con el objetivo de evaluar las
anomalias morfoldgicas de espermatozoides, con dos colorantes en la criopreservacion del

semen del toro Holstein.
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Resumen

El objetivo del estudio fue Evaluar la morfologia espermatica utilizando colorantes Diff-Quik
(DQ) y Eosina-Nigrosina (EN) antes y después de la criopreservacion del semen del toro
Holstein. Se formaron 4 grupos de tratamientos (T), T1: Tincién DQ antes de congelacion;
T2: Tincion EN antes de congelacion, T3: Tincion DQ después de congelacion; T4: Tincion
EN después de congelacion del semen. Las muestras de semen se colectaron de un toro
Holstein de 2 afios de edad, utilizando vagina artificial, dos veces por semana hasta 10
colecciones, se evalud el semen fresco y criopreservado, en distintos campos escogidos al
azar. Se realizo el andlisis de varianza mediante el procedimiento GLM del SAS y prueba de
Tukey, bajo el disefio completamente al azar. Los defectos de la morfologia de la cabeza
gigante, pequefia, piriforme, conica y estrecha, dos cabezas, defecto de acrosoma, normales
desprendidas entre la coloracion de DQ y EN son similares (P > 0.05), los defectos
morfologicos del cuello de los espermatozoides: descentrado, doble, en espiral, granular son
similares (P > 0.05) entre las tinciones de DQ y EN durante la pre y post congelacion de
semen. Hay mayor (P < 0.05) defecto de gota citoplasmética proximal en espermatozoides
coloreados con EN versus DQ durante pre y post congelacion de semen; las anomalias
espermaticas de la cola corta, abaxial, dos colas, gota citoplasmatica distal son similares (P >
0.05) con la coloracién DQ y EN antes y post congelacion de semen. Se identifica mayor
porcentaje (P > 0.05) de anomalia de cola doblada con tincion de EN qué DQ antes y después
la congelacién de semen de toro. Se concluye, que la coloracion EN muestra mayores
defectos del cuello antes de la congelacion, de la cola antes y después de la congelacion;
siendo EN y DQ similares para identificar defectos de cabeza de espermatozoides de toro.

Palabras clave: Espermatozoide, anormalidad, anomalia, tincion, criopreservacion.
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Abstract

The objective of the study was to evaluate the sperm morphology using Diff-Quik (DQ) and
Eosin-Nigrosine (EN) dyes before and after the cryopreservation of Holstein bull semen. Four
treatment groups were formed (T), T1: DQ stain before freezing; T2: EN staining before
freezing, T3: DQ staining after freezing; T4: EN staining after freezing of semen. Semen
samples were collected from a 2-year-old Holstein bull, using artificial vagina, twice a week
to 10 collections, fresh and cryopreserved semen was evaluated in different randomly selected
fields. Analysis of variance was performed using the SAS GLM procedure and Tukey test,
under the completely randomized design. The defects of the giant head morphology, small,
piriform, conical and narrow, two heads, acrosome defect, normal detached between the
coloration of DQ and EN are similar (P> 0.05), the morphological defects of the neck of the
sperm : Off-center, double, spiral, granular are similar (P> 0.05) between the DQ and EN
stains during the pre and post-freezing of semen. There is a greater (P < 0.05) proximal
cytoplasmatic drop defect in spermatozoa colored with EN versus DQ during pre- and post-
freezing of semen; The spermatic anomalies of the short tail, abaxial, two tails, distal
cytoplasmic droplet are similar (P> 0.05) with the coloration DQ and EN before and after
freezing of semen. A higher percentage (P> 0.05) of bent tail anomaly is identified with EN D
staining before and after the freezing of bull semen. It is concluded that the EN coloration
shows greater defects of the neck before freezing, of the tail before and after freezing; being

similar EN and DQ to identify head defects of sperm of bull.

Key words: Sperm, abnormality, anomaly, staining, cryopreservation.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1 Descripcion del problema

Actualmente, las técnicas de tincion de espermatozoides fueron estandarizadas en laboratorios
especializados en fertilidad, una preocupacion persistente es la variabilidad, que puede afectar
los resultados (11); EI método utilizado para evaluar la morfologia de los espermatozoides,
diferencias individuales en la técnica de coloracion o en la lectura de las muestras, pueden ser
responsables de los cambios en los resultados (11). Existen colorantes y procedimientos
diferentes de tincion que se utilizaron con éxito para evaluar la morfologia de los

espermatozoides, aunque pocos estudios han comparado su efectividad (12).

Las tinciones se han utilizado para analizar la estructura del espermatozoide, pero las
diferencias relacionadas con la preparacion, el tipo de tinte (13); la baja penetracion de la
tincion (11), podrian influir en los tipos de anomalias del espermatozoide, particularmente en
defectos de la parte media, cabeza y acrosoma, asi como gotas citoplasmaticas (14). Hechos
que repercutirian negativamente en la morfologia espermatica (15). La proporcion de
anomalias del espermatozoide se correlacionan negativamente con la fertilidad, en particular
las cabezas piriformes (2). La incidencia de morfologias anormales mas alld de los valores
esperables es indicio de problemas reproductivos (16). Es aceptable un 20% de anormalidades

como limite maximo en una para procesos de biotecnologia reproductiva (17).

Existe diferentes tinciones para la evaluacion de la morfologia de espermatozoides (18).
Como la tincion Eosina-Nigrosina muestra el doble del porcentaje de espermatozoides
anormales en comparacién con otros colorantes (19). No obstante, permite la visualizacion de
todas las regiones del espermatozoide sin afectar a la célula, y se puede usar para la mayoria
de las especies (20).Tanto para semen fresco como congelado se puede evaluar
adecuadamente (21). Ademas la coloraciéon de Diff-Quik es un método confiable (22). Sin
embargo, existe controversias de resultados entre tinciones en los defectos morfolégicos del

espermatozoide del toro Holstein.
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1.2 Enunciado
e General

¢Cudl de los colorantes, Diff-Quik o Eosina-Nigrosina, permite observar mejor las
anomalias morfologicas del espermatozoide, antes y después de la criopreservacion

del semen del toro Holstein?
e Especificos

a) ¢(Qué colorante, Diff-Quik o Eosina-Nigrosina, permite observar mejor las
anomalias morfoldgicas de la cabeza de espermatozoides, en la criopreservacion de

semen de toro Holstein?

b) ¢Cual de los colorantes, Diff-Quik o Eosina-Nigrosina, permite observar mejor las
anomalias morfologicas del cuello de espermatozoides, en la criopreservacion de

semen de toro Holstein?

c) ¢Qué colorante, Diff-Quik o Eosina-Nigrosina, permite observar mejor las
anomalias morfologicas de la cola de espermatozoides, en la criopreservacion de

semen de toro Holstein?
1.3 Objetivos
e General

Evaluar la morfologia espermética utilizando los colorantes Diff-Quik y Eosina-
Nigrosina antes y después de la criopreservacion del semen del toro Holstein.

e Especificos

a) Determinar el porcentaje de anomalias morfologicas de la cabeza de
espermatozoides, utilizando colorante Diff-Quik y Eosina-Nigrosina, en la

criopreservacion del semen de toro Holstein.

b) Calcular el porcentaje de las anomalias morfologicas del cuello de
espermatozoides, utilizando colorante Diff-Quik y Eosina-Nigrosina, en la

criopreservacion del semen de toro Holstein.
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c) Determinar el porcentaje de las anomalias morfolégicas de la cola de
espermatozoides, utilizando colorante Diff-Quik y Eosina-Nigrosina, en la

criopreservacion del semen de toro Holstein.
1.4 Justificacion

La IA es la técnica de reproduccion asistida en bovinos que méas impacto ha tenido en la
produccion y mejoramiento genético (23). Es una biotecnologia reproductiva méas antigua y
mas difundida en la especie bovina. Es indispensable que el semen utilizado mantenga su
capacidad de fertilizacion después del proceso de congelado-descongelado (24). La
evaluacion del espermatozoide es de importancia vital para la utilizacién en programas de 1A
en bovinos. Con espermatozoides seleccionados se acelera el mejoramiento mediante un

aumento del progreso genético animal (25).

La morfologia espermatica es importante en la valoracion de la fertilidad. Existe una alta
correlacion entre los defectos espermaticos e infertilidad, por lo que es importante
visualizarlos (26). El uso de colorantes es esencial para visualizar la morfologia del
espermatozoide (27). Entre los parametros tradicionales del analisis de calidad espermatica, el
estudio morfologico tiene gran importancia dada su relacion con el potencial reproductivo (2).
La evaluacion de su forma a traves de diferentes tinciones (28). La Eosina-Nigrosina tiene
ventaja de ser rapida ademé&s de visualizar las anomalias de la pieza media y cola del
espermatozoide (29). La Tincion Diff-Quik ayuda determinar la morfologia espermatica de la
cabeza (13). Los colorantes Eosina-Nigrosina y Diff-Quik permitiria evaluar mejor las

caracteristicas morfoldgicas espermaticas del toro, para predecir la fertilidad.

Existen diversos métodos para analizar la morfologia espermatica, las tinciones dobles
(Giemsa, William, Papanicolau) visualizan partes especificas del espermatozoide, mientras
que las tinciones simples visualizan integralmente y son mas sencillas (8). La tincién Diff-
Quik es una técnica sencilla, rapida y de bajo costo (30). Esta tinciona la cabeza de morado
palido, mientras que la pieza media y la cola se tifien de morado oscuro (31). También la
tincién con Eosina-Nigrosina la cual permite la preparacion rapida de un frotis que puede
examinarse con un microscopio 6ptico convencional, la técnica seria una herramienta Gtil para
la evaluacion en condiciones de campo (32). La simplicidad de uso de colorantes, permitiria
la utilizacion masiva y en campo para determinar, a través de la morfologia espermatica, la
fertilidad del toro, siendo este una alternativa en los procesos de programas de 1A con fines de

mejoramiento genético en bovinos.
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1.5 Delimitaciones

El presente estudio involucro6 los colorantes Diff-Quik y Eosina-Nigrosina en la evaluacion
morfologica de espermatozoides antes y después de la criopreservacion del semen del toro
Holstein. Cuya unidad de investigacion fue semen colectado con 10 repeticiones. Se realizo
en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, ubicado en Patibamba Baja, del distrito y provincia de Abancay, Apurimac, Perd.

Durante agosto de 2017 a enero de 2018.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes de la investigacion

Los objetivos de este estudio fueron determinar las asociaciones de raza, edad y
circunferencia escrotal (SC), y su interaccién, sobre la prevalencia de anomalias de esperma
en los toros, Canada. Se realizaron frotis de semen luego fueron tefiidos con Eosina y
Nigrosina. se obtuvieron informes de evaluacion de 1642 evaluaciones de solidez en la
reproduccion de toros de 6 clinicas veterinarias en Alberta. La morfologia del espermatica se
determiné para al menos 100 espermatozoides por toro. Los defectos mas comunes fueron la
cabeza desprendida (4.86% =+ 5.71), reflejo de la parte media distal (6.19% + 9.13%) y cola
doblada (1.01% + 1.54%). Aunque la raza, la edad y la SC no afectaron significativamente la
prevalencia de defectos en la cabeza o en la parte media, el esperma morfoldgicamente
normal o anormal, los defectos en la cola fueron mas frecuentes en los toros Angus y
Hereford en comparacion con otras razas. En general, solo sobre la base de la morfologia de
los espermatozoides, 1363 (83.0%) toros fueron clasificados como criadores potenciales
satisfactorios y el resto 279 (17.0%) como insatisfactorios (> 30% de espermatozoides
anormales, > 20% de cabezas defectuosas, o ambas). Aunque no es significativamente
diferente, la raza con el mayor porcentaje de criadores potenciales satisfactorios fue Limousin
(90.6%) y la mas baja fue Hereford (78.8%) (33).

Con los objetivos de comparar dos métodos diferentes para evaluar la morfologia del esperma
de toro fueron evaluados por microscopia de campo claro (BF) con de frotis de semen seco de
montura seca tefiida con Eosina-Nigrosina (EN) y la microscopia de contraste por
interferencia diferencial (DIC) de montura hiumeda semen fijo en solucidn salina isoténica
formal, (n = 72) fueron evaluados, se obtuvo eyaculados antes y después de la temporada de
la reproduccién obtenidos de 40 toros de 2 afios de edad mediante electroeyaculacion. Para
ambos metodos, se contabilizaron 200 espermatozoides en diferentes campos, fueron
categorizados como defectos mayores (MAD) y menores (MID). Hubo diferencias
(P < 0.05) entre los métodos DIC y BF, MAD 23.3/ 16.1, MID 7.6 / 13.4, acrosoma 3.8 /
1.1, pieza media 9.2 / 11.7, cola 2.0 / 4.7, gota citoplasmatica 8.3 / 4.2, pero no hubo
diferencias (P >0.05) en porcentaje de defectos en la cabeza del esperma 7.5 / 8.3. Se
observaron defectos de acrosoma, cola y gota citoplasmatica en 98.2 / 80.5, 86.1 /100 y 98.2 /

94.4 por ciento de los toros para DIC y BF, respectivamente (P <0.05). Como el porcentaje
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de espermatozoides normales no difirié entre los métodos, la evaluacion por microscopia de
campo claro de las preparaciones de EN se consideré un método satisfactorio para clasificar la
buena crianza de los toros. Sin embargo, el DIC fue mas efectivo en la visualizacion de
defectos mayores, mientras que se consideré que BF (que incluia la preparacion de frotis
tefiida) causaba mas defectos menores. Por lo tanto, se consideré que DIC fue el método
adecuado para la evaluacion del semen en la morfologia de los espermatozoides de toros (21).

El objetivo del estudio ha sido validar el Sperm-Class Analyzer® (SCA) para investigar el
efecto de la estacionalidad y congelacion-descongelacion sobre los parametros morfométricos
de la cabeza del espermatozoide de macho cabrio. Para validar el SCA, se recogieron 16
eyaculados de 4 machos determinado el nimero de células a analizar y la influencia de 3
tinciones (Diff-Quik, Hemacolor y Hematoxilina de Harris) en la eficacia del anélisis y
valores morfométricos. La estacionalidad se valord sobre 76 eyaculados recogidos de 2
machos durante 1 afio. Los parametros morfologia, acrosoma y los morfométricos de tamafio
(longitud, anchura, area y perimetro) y forma (elipticidad) de la cabeza, se compararon antes y
después de congelar. Para valorar el efecto de la congelacion-descongelacion sobre los
parametros morfométricos en funcion de la congelabilidad de los eyaculados, estos se
clasificaron en aptos o no aptos segun los parametros seminales evaluados antes y después de
congelar. Analizar 100 espermatozoides por preparacion empleando Diff-Quik, resultd el
método mas eficaz para valorar con el SCA la morfometria espermatica. La estacionalidad
influyd sobre los parametros morfométricos, aumentando el tamafio de la cabeza y
disminuyendo su elipticidad durante el otofio, y formas normales. Ademaés, en los periodos
mas calurosos disminuy6 el tamafio de la cabeza y aumento su elipticidad. La congelacion-
descongelacion redujo el tamafio de la cabeza y aumento su elipticidad. Estos cambios
morfométricos podrian indicar dafio celular ocurrido durante la congelacién-descongelacion y

entonces valorar la congelabilidad de una muestra de esperma (34).

En una investigacion uno de los objetivos fue evaluar la morfologia con tincion Eosina-
Nigrosina en la criopreservacion de espermatozoides epididimarios de potro. Las muestras
fueron evaluadas en 2 momentos: pre y post congelamiento. En el post congelamiento se
realizaron 2 evaluaciones una que se tomd como control para las muestras que conservan
plasma seminal, y tratamiento para las muestras que fueron centrifugadas y de las cuales el
plasma ha sido eliminado. En el grupo control, la presencia de plasma seminal, demuestra que
a pesar del bajo porcentaje de espermatozoides motiles que se observaron (8.75% + 5.2
control vs. 2.5% + 2.6 tratamiento), existen diferencias significativas entre ambos grupos

(P=0.006). Sin embargo, no se evidenciaron diferencias significativas en morfologia:
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anormalidades de cabeza 12.6% + 6.2 control vs. 8.6% + 3.2 tratamiento (P=0.113);
anormalidad de cuello 5.5% + 2.3 control vs.7.6% * 4.5 tratamiento (P=0.107), anormalidad
de cola 46.6% * 21.4 control vs. 28.6% * 22.3 tratamiento (P=0.025). En conclusion, los
espermatozoides epididimarios expuestos al medio Lactosa EDTA plasma seminal

incrementan su motilidad, conservando la morfofisiologia en el post congelamiento (35).

En un estudio evaluaron 47 toros entre 15 y 26 meses de edad, fueron utilizados para estudiar
la relacion entre la morfologia de los espermatozoides con tincion Eosina-Nigrosina en semen
fresco y la fertilidad (tasa de no retorno de 56 dias) en semen congelado después de 11.749
inseminaciones. La morfologia del esperma se estudio en dos operaciones de congelacién /
toro en un microscopio de contraste de fase y las anomalias morfolégicas se registraron como
un porcentaje del nimero total de espermatozoides contados. Las categorias morfologicas
utilizadas en este estudio fueron cabezas anormales, cabezas desprendidas, acrosomas
anormales, gotas citoplasmaticas proximales, piezas intermedias anormales y colas anormales.
El mayor valor medio registrado para las categorias investigadas se encontrd para cabezas
anormales (3.8%) pero la mayoria de las anomalias morfoldgicas solo ocurrieron en
aproximadamente el 1% de todos los espermatozoides estudiados. Se encontraron efectos en
las razas, con una incidencia algo mayor (P <0.05-0.01) de anomalias en los espermatozoides
y una menor fertilidad entre los SRB que entre los toros SLB. A pesar de la baja frecuencia de
anomalias espermaticas, se encontraron correlaciones estadisticamente significativas (p
<0.05-0.001) entre cabezas anormales, bolsas nucleares y gotitas citopldsmicas proximales
evaluadas en semen fresco y fertilidad (tasa de no retorno de 56 dias) de semen congelado
(36).

En este estudio prospectivo, la morfologia de los espermatozoides equinos se evalud
utilizando 3 métodos de tincion Diff-Quik, Eosina-Nigrosina y SpermBlue. Nuestra hipotesis
fue que SpermBlue permite una evaluacion més fécil de la morfologia de los espermatozoides
del caballo y facilita una mejor identificacion de las anomalias esperméticas, y la clasificacion
de la morfologia de los espermatozoides difiere segun la experiencia del evaluador. EI semen
se obtuvo de varias razas de caballos; Se recolectaron 40 muestras de sementales de entre 2 y
15 afios de edad durante la temporada de reproduccién 2016 y se almacenaron en una solucién
de formaldehido tamponada al 2% hasta el procesamiento. Para cada muestra, se realizaron 3
frotis de semen y se tifieron con Diff-Quik, Eosina-Nigrosina y SpermBlue. Todos los
parametros morfoldgicos fueron evaluados con un microscopio Optico. Se examinaron 200
espermatozoides al azar y se clasificaron segun sus caracteristicas. Para la identificacion de

espermatozoides morfoldgicamente normales, no se encontraron diferencias significativas
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entre los evaluadores con ninguno de los métodos de tincion utilizados. Por el contrario, se
observaron diferencias significativas entre los evaluadores en la clasificacion de algunas

anomalias que afectan principalmente a la pieza intermedia y la cola (11).

Uno de los objetivos fue la evaluacion morfoldgica de espermatozoides epididimarios de
gatos, se examinG con dos métodos de tincion: una tincién secada al aire (Diff-Quik) y una
tincion humeda (Eosina-Nigrosina). Los espermatozoides del epididimo presentan maés
anomalias porque el proceso de maduracion no ha concluido. Los porcentajes porcentajes de
los espermatozoides morfologicamente normales fueron significativamente mas bajos con de
Eosina-Nigrosina que con Diff-Quik (46.5% vs 53.4%; P < 0.01), ambos examinados por
microscopia de campo claro. El anlisis diferenciado de las anomalias espermaticas de
cabeza, parte media y cola mostraron que ambos métodos pueden diferir en su capacidad para
identificar las diversas anomalias, Aunque no se observaron diferencias significativas para las
anomalias secundarias, cuando se estudiaron las gotas citoplasmicas se detectaron diferencias
(1.6% frente a 8.2%; P <0.001). Los resultados sugieren que las técnicas de tincion pueden
alterar la morfologia de los espermatozoides felinos, ademas en el espermatozoide

epididimario se presenta mas gotas citoplasmaticas que el espermatozoide eyaculado (37).

Uno de los objetivos del estudio fue analizar la morfologia de los espermatozoides del gato
utilizando la tincion Diff-Quik, que se usa en laboratorios de reproduccion humana. Varios
tipos de anomalias podrian caracterizarse con este método. Las anomalias en la tincién de la
cabeza del espermatozoide observadas con el método de tincion Diff-Quik se correlacionaron
fuertemente, y podrian predecir con precision, los defectos del ADN espermatico detectados
en la misma muestra utilizando la prueba TUNEL. Por lo tanto, sugerimos que el analisis de
la morfologia del esperma con Diff-Quik se pueda usar en condiciones de campo para evaluar

el estado del esperma, debido a la simplicidad del procedimiento y el equipo (9).
2.2 Marco referencial
2.2.1 Inseminacion artificial (1A)

La IA es una de las técnicas mas usadas por los ganaderos progresistas y consiste en la
colocacion del material seminal en el genital de la hembra, en la que elimina la participacion
del macho en forma directa, como sucede en la monta natural (38). Supondria numerosas
ventajas en los programas de seleccion. La IA sigue siendo una herramienta viable,
econdmica y eficiente en programas de mejoramiento genético de pequefios productores, no

obstante, se hace necesario optimizar otros aspectos que afectan la fertilidad como la nutricion
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y salud de hato (39). En la IA, las deficiencias seminales que llevan a fallas en la fertilizacién
han sido definidas como compensables cuando son eliminadas o marcadamente reducidas al
incrementar el numero de espermatozoides en la dosis de inseminacion. Mientras que las
deficiencias son no compensables cuando los espermatozoides son capaces de recorrer el
tracto femenino, llegar al sitio de fertilizacion, pero son incompetentes para llevar a cabo la
misma y/o sostener el desarrollo embrionario (40).

2.2.2 Coleccion del semen bovino

Se considera que la obtencién de semen es el primer paso dentro de un programa de
congelacion, preservacion e inseminacion artificial. Esta primera fase es de vital importancia
para la obtencion de muestras de dptima calidad, asi como para la adecuada utilizacion de los
sementales (41). La coleccion de semen depende de una buena y constante produccion
espermatica para que la calidad del semen sea buena. Las técnicas de coleccion de semen
estan bastante desarrolladas en otros animales, especialmente en rumiantes domésticos en los
cuales ya es un procedimiento de rutina (42). Existen basicamente tres métodos de coleccion
de semen de los bovinos: método del masaje, vagina artificial y el método del electro
eyaculador (43). Las condiciones de trabajo para colectar semen de bovino, el estado de salud
del animal y la experticia del personal especializado que opera, son factores que deben
tomarse en cuenta para mejorar la calidad del semen. Si se cuenta con reproductores de alto
valor genético y se desea obtener el mayor numero de dosis de semen de alta calidad, a fin de
transmitir esas cualidades a un mayor nimero de descendientes, se dispone de dos recursos
para aumentar el nimero de espermatozoides recogidos por unidad de tiempo, ellos son: la
preparacion sexual previa a la coleccion, cuyas ventajas son reconocidas y el aumento de la
frecuencia de eyaculacion. Estudios en la raza Holstein sugieren una frecuencia de coleccién
de 2 eyaculados, 2 veces por semana para reproductores de 44 meses; En Brahman rojo y
blanco se sugiere una frecuencia de 2 eyaculados una vez por semana para reproductores de
48 a 60 meses, recomendando una abstinencia sexual entre 5y 7 dias al iniciar el periodo de
coleccién. El intervalo de coleccién de semen es de importancia debido a que una alta
frecuencia puede afectar la concentracion espermaética y la madurez de los espermatozoides;
por el contrario, una baja frecuencia de coleccion puede afectar la motilidad espermatica y su
vitalidad (44).
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a) Método de la vagina artificial

La vagina artificial esta constituida por un cilindro rigido de dimensiones diferentes en
funcién de la edad del semental. En ambos extremos del cilindro se fija la camisa de caucho
que delimita una camara interior. El espacio interior se rellena de agua a 45 °C a traves de una
valvula, pudiendo insuflarse también aire con el objeto de incrementar la presion y facilitar la
eyaculacion del semental. En uno de los extremos del cilindro se acopla un embudo de caucho
unido a un tubo de vidrio graduado, protegido de la luz y del frio por una funda protectora. El
pene en ereccion se introduce en el interior de la vagina artificial y, gracias a las condiciones

de temperatura y presion, se desencadena la eyaculacion del macho (45).

La vagina artificial (VA) es el equipamiento mas simple, econémico y mas utilizado en la
obtencion de semen, por el hecho que permite la simulacion de la copula natural, permitiendo
eyaculados mas parecidos fisiologicamente a los naturales con una alta calidad. Los
componentes usuales de una VA incluyen, un tubo rigido, una camisa interior de caucho o
latex, conectada a una vélvula que permite el Ilenado con agua caliente y la insuflacion de
aire, permitiendo ajustar la presion de la vagina, varias bandas elasticas de caucho permiten la
sujecion del cono colector de latex, un tubo colector de semen y una cubierta protectora con

aislamiento de temperatura y de los rayos solares (46).
2.2.3 Conservacion de semen

La criopreservacion es el proceso en el cual células o tejidos son congelados a muy bajas
temperaturas, generalmente entre -80 y -196 °C, para detener las funciones vitales de una
célula o un organismo y poderlo mantener en condiciones de vida suspendida por mucho
tiempo; a esas temperaturas, cualquier actividad bioldgica, incluidas las reacciones

bioquimicas que producirian la muerte de una célula, quedan efectivamente (47).

La criopreservacion de semen es una importante biotecnologia reproductiva, que busca
promover la conservacion del germoplasma masculino por tiempo indeterminado. Esta
biotecnologia, cuando se asocia a la inseminacion artificial, representa un mecanismo
eficiente para la promocion y difusidbn de material genético de excelente calidad. La
criopreservacion de semen proporciona una economia para el productor, al reducir los costos
de alimentacion y transporte de los reproductores, asi como los riesgos de transmision de

enfermedades sexualmente transmisibles (48).
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2.2.4 Congelacion de semen

La congelacion del semen bovino en vapores de nitrogeno liquido tiene su fundamento en
establecer una corriente de nitrogeno atomizado mediante un ventilador que actla a gran
velocidad; de este modo se crea una corriente de aire frio que circula de forma continua
enfriando el material seminal a través de las ampollas o pajuelas en las que se halla situado.
Esta técnica requiere un perfecto control del ritmo de enfriamiento, en el que radica la mayor
dificultad de la operacion (49). Se establecié que a cada tipo celular le correspondia una
velocidad de congelacion 6ptima para garantizar su supervivencia tras la criopreservacion. En
lo referente al espermatozoide, la velocidad de congelacion afecta a su supervivencia post
descongelacion y a la fertilidad. Una congelacion excesivamente rapida provoca la formacion
de grandes cristales de hielo intracelular y los dafios seran debidos a la disgregacion de las
membranas de organulos intracelulares. Por el contrario, una congelacion excesivamente lenta
causara dafios relacionados con un gradiente osmotico excesivo durante la formacion del hielo

extracelular, con lo cual el dafio ocurrira como consecuencia de los “efectos solucion” (50).

La congelacidon del material espermatico presenta un gran ndmero de ventajas. Entre ellas,
destacamos las siguientes: preservacion y uso de germoplasma sin limitaciones en el tiempo y
en el espacio, prevencion de riesgos sanitarios al poder transportar germoplasma congelado en
lugar de trasladar animales vivos, y mejor manejo del espacio, ya que permite la conservacion
indefinida del material genético sin necesidad de ocupar grandes espacios en los programas de
cria (51).

2.2.5 Descongelacién de semen

Los pasos involucrados en la descongelacion exigen maximo cuidado con el tiempo, la
temperatura y la manipulacién de la pajilla; asi, por ejemplo, la descongelacion de pajillas por
mas de 30 segundos en temperaturas mayores a los 37 °C redundard en mayor nimero de
alteraciones espermaticas (52). Se hace rapidamente a temperatura ambiente o0 en un bafio
maria a 30 °C, para evitar la cristalizacion (53). El semen descongelado posee una vida
mucho mas corta, debido a que los protocolos de criopreservacion producen un ndmero

potencial de factores de estrés que pueden producir cambios en el espermatozoide (54).

La descongelacion de pajuelas, por tratarse de un proceso automatizado con tasas de
enfriamiento estrictamente controladas, signific6 un gran avance. Al resultar menos
traumaticos los procesos de congelacion y descongelacion fue posible disminuir de manera

significativa el nimero de espermatozoides contenidos en cada dosis de semen (55).
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2.2.6 Evaluacién del semen

La fertilidad potencial de una muestra de semen probablemente va a depender de que
contenga un numero suficiente de espermatozoides viables, morfolégicamente normales y
funcionalmente competentes, capaces de alcanzar el oviducto y de establecer un reservorio
oviductal, de llevar a cabo la fecundacion del ovocito, y de contribuir al desarrollo
embrionario. La evaluacion del semen mediante técnicas in vitro, si ha de tener algun valor
predictivo de su capacidad fecundante in vivo, deberia incluir el estudio de tantas
caracteristicas espermaticas como sea posible, especialmente cuando se trata de dosis de

semen congelado o cuando se estan evaluando nuevos métodos de criopreservacion (56).
2.2.6.1 Métodos de evaluacion del semen

2.2.6.1.1 Evaluacion macroscopica

a) Color

Generalmente el semen es de color blanco y la densidad de la muestra estard en relacion
directa con la concentracion de espermatozoides. Las muestras mas densas serén de color y
aspecto mas cremoso, mientras que las mas diluidas, serdn de aspecto lechoso y hasta

completamente claro y transparente (57).
b) Volumen

El volumen promedio de semen presente en un eyaculado varia en las distintas especies
animales, siendo en toros de 5 a 7 mL, dentro de un rango que oscila entre 1 a 2 mL en
jévenes y hasta 20 mL en individuos adultos de gran porte. El segundo eyaculado obtenido 15
a 20 minutos luego, del primero puede llegar a ser mas voluminoso, pero esta diferencia

podria no existir en el caso de una muy buena excitacion antes de la primera recoleccién (58).
c) Olor

El olor natural es caracteristico de cada especie animal y en general no es muy intenso (59).
d) pH

El pH normal del semen bovino es cercano a la neutralidad, con valores que van de 6,7 a 7. La

presencia de un aumento del pH, es decir un eyaculado seminal con tendencia a la alcalinidad,
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es indicador de alteraciones de tipo inflamatorio de uno de los 6rganos genitales, lo que
podria corresponder a afecciones patoldgicas en el animal (60).

2.2.6.1.2 Evaluacion microscopica
a) Motilidad

La motilidad se valora mediante la onda de movimiento del semen o segun la proporcion de la
motilidad progresiva de los espermatozoides en una muestra. La valoracion de la onda de
movimiento es el sistema mas simple para determinar la movilidad del semen fresco. Cuando
el semen ha sido diluido extensivamente o congelado y descongelado se debe usar la
valoracion mediante la proporcion de espermatozoides moviles. En este caso se utiliza el
aumento 40X. Esta prueba nos permite estimar la proporcion de espermatozoides vivos en la

muestra (61).

La estimacién visual de la motilidad tiene el inconveniente de ser altamente subjetiva, y sus
resultados dependen en gran medida de la experiencia del observador, por lo que se han
desarrollado sistemas de analisis de semen asistidos por computador que permiten una mayor
objetividad y la evaluacion de un mayor numero de parametros para definir el movimiento de

los espermatozoides (62).
b) Motilidad masal

La motilidad masal, que hace referencia al comportamiento colectivo y de fluidez del
movimiento de la gran mayoria de los espermatozoides dentro de una muestra seminal y se
analiza en un campo de accién grande en un microscopio (63). La motilidad es sélo uno de los
muchos requisitos que ha de reunir un espermatozoide para ser capaz de fecundar a un
ovocito, sin embargo, ha sido y todavia es el parametro mas utilizado para valorar la calidad
de un eyaculado o de una dosis de semen refrigerado o congelado. Para que la migracién
espermatica 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
movimiento activo; pero, ademas, la motilidad es también una manifestacion de integridad

estructural y de competencia funcional del espermatozoide (49).
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c¢) Motilidad individual
Consiste en estimar el porcentaje (0 a 100%) de espermatozoides con movimiento en una

muestra de semen (64). Su importancia es debida al peso que tiene esta caracteristica sobre la
fertilidad (65).

Es una de las pruebas que se utiliza con mayor frecuencia para evaluar la calidad de semen
diluido. En algunas especies, parece estar correlacionada con la capacidad fertilizante del
espermatozoide. Si existe menos del 40% de espermatozoides con movimiento lineal
progresivo, es menos probable que haya fertilidad. Debido a la influencia que tienen las
variaciones de temperatura sobre la motilidad espermaética, las muestras deben ser evaluadas

tan pronto sea posible (66).
d) Analisis morfoldgico del espermatozoide

En el estudio de la morfologia de las células espermaéticas, se debe de utilizar un sistema de
clasificacion adecuado que permita evidenciar el méaximo nimero de anomalias que puedan
relacionarse con problemas de fertilidad. Estas anomalias podrian deberse a situaciones tales
como: traumatismos e infecciones a nivel gonadal, disfuncion en los tamulos seminiferos,
alteraciones metabdlicas y endocrinas que afecten directamente a la espermatogénesis y a la
funcién del epididimo y con alteraciones en la maduracion de los espermatozoides. Por ello,
una correcta evaluacién del porcentaje de espermatozoides morfoldgicamente normales y
anormales de forma puede ser una informacion clave en el estudio basico del semen.
Recientemente se estd analizando la morfologia espermatica (sobre todo de la cabeza del

espermatozoide) mediante sistemas informaticos (67).

El estudio de la cabeza del espermatozoide porta el material genético en forma de cromatina
(cromosomas condensados asociados a protaminas), ya sea mediante la evaluacion de su
forma a través de diferentes tinciones o de las medidas morfométricas, a través de los sistemas
computarizados de anélisis seminal, tiene gran interés dado que, tanto la alteraciones de la
forma, de las medidas morfométricas, asi como de la integridad de la cromatina, han sido

relacionadas con el potencial reproductivo de los toros (68).

La fertilidad potencial de una muestra de semen probablemente depende de que contenga un
numero suficiente de espermatozoides viables, morfologicamente normales y funcionalmente
competentes, capaces de alcanzar el oviducto y de establecer un reservorio oviductal, de llevar

a cabo la fecundacién de ovocito y de contribuir al desarrollo embrionario (69).
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e) Anormalidades morfoldgicas del espermatozoide

El anlisis morfoldgico de los espermatozoides es una prueba de control de calidad que refleja
el estado fisiologico o patoldgico de la funcionalidad de los testiculos, epididimos y glandulas
accesorias del semental. Se producen por una espermatogénesis 0 espermiogénesis
defectuosas, por herencia, enfermedades, estrés por calor o frio, exposiciones a condiciones
medio ambientales adversas, reposo sexual prolongado (mayor de 60 dias) o por el uso de

técnicas inadecuadas en la manipulacion del semen (70).

El espermatozoide maduro es una célula con motilidad activa, que se desplaza libremente en
el liquido y consiste en una cabeza que contiene un nucleo con todos los rasgos genéticos que
un padre le puede transmitir a su descendencia, y una cola o flagelo, que le proporciona la
motilidad necesaria para su transporte al lugar donde se efectla la fertilizacién y procura que

su orientacion sea la adecuada para penetrar a través de las capas que recubren el dvulo (71).

Si la proporcién de anormalidades es mas del 20%, nos encontramos ante un semen de baja
fertilidad, entre las anormalidades mas frecuentes se encuentran espermatozoides sin cola,
cabeza grande, cabeza pequefia, cola reducida, cabeza adelgazada, rotura de cuello y
acrosoma anormal (72). Las anormalidades son consideradas unicamente como una prueba
importante para la calificacion potencial de la fertilidad del macho, existen diferencias o
controversias en cuanto a los niveles que deben ser aceptados como normales. Especial
importancia adquieren estas diferencias, cuando se tratan de determinar los porcentajes de

normalidad para la alteracion de la cabeza (73).

Cuadro 1. Esquema de anomalias morfol6gicas de los espermatozoides.

PRIMARIAS

Anormalidades de cabeza

Anormalidades de cuello

Anormalidades de la cola

Cabezas gigantes.

Cabezas pequefias.

Cabezas periformes.
Cabezas conicas y estrechas.
Anormales desprendidas.

Formas teratoides.

Union del cuello fuera del
eje (descentrado).

Cuello doble.
Cuello en espiral.

Cuello deshilachado,
granular o hinchado.

Cola corta (defecto de la
cola en mufion).

Colas abaxiales, accesorias
0 multiples.

Pieza media doblada,
hinchada, abaxial,
incompleta.

Aplasia segmentaria de la
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Defectos de acrosoma

pieza media y defectos de
anormales desprendidas la
vaina mitocondrial.

Gota citoplasmética
proximal.

SECUNDARIAS

Anormalidades de cabeza

Anormalidades de cuello

Otras células

Cabezas normales
desprendidas.

Acrosoma roto, deforme o
desprendido.

Uniodn del cuello fuera del
eje (descentrado).

Pieza media distal doblada.

Pieza principal doblada.

Gota citoplasmaética
proximal y distal.

Células epiteliales.
Eritrocitos.
Formaciones de medusa.

Células precursoras de
esperma.

Células redondas.

Globulos blancos.

Adaptado y actualizado de “XX Abnormal Morphology of Bovine Spermatozoa” (74).

Las anomalias espermaticas se clasifican en tres grupos: primaria anomalias (aquellas que

afectan la cabeza del esperma y acrosoma), anomalias secundarias (aquellas afectando a la

gota citoplasmica de la pieza intermedia), y Anomalias terciarias [dafios en la cola] (75).

Los tipos de anormalidades de los espermatozoides se describen a continuacion (76).

Espermatozoides normales

Formas comunes de cabezas de espermatozoides bovinos normales (a) y (b); (c) cabeza

normal con perfil alargado y méas delgado. (d), (e) y (f): progresion de variaciones de cabezas

mas cortas y anchas.
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Figura 1. Espermatozoides normales del espermatozoide de toro.

Cabezas piriformes y angostas

Los espermatozoides con formas piriformes obvias (de pera) son anormales (a, b y ¢). En la
mayoria de los casos se encuentran estas anomalias junto con otras e indican un defecto de
espermatogénesis. El espermatozoide de la foto (d) tiene la cabeza més angosta en la porcion
acrosomal y post acrosomal. Este defecto espermético puede llegar a ser encontrado en
disturbios severos de la espermatogénesis junto a espermatozoides con cabezas piriformes y

otras anomalias y por lo tanto son considerados anormales.

Figura 2. Cabezas piriformes y angostas del espermatozoide de toro.

Microcefalia y Macrocefalia

Existe una gran variacién de formas y tamafios entre los espermatozoides con microcefalia y
macrocefalia, generalmente se encuentran en proporcion muy pequefia. Aparentemente estos
defectos son ocasionados por una distribucion desigual de los cromosomas durante la meiosis
y generalmente la mayoria de estas células mueren o son fagocitadas por las células de Sertoli
antes del llegar al estadio de espermatide. Esta es la razon por la cual no se encuentran en
altos porcentajes en el extendido de semen, con excepcion del sindrome Ilamado "“cabeza

plegada-cresta nuclear-cabeza gigante".
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En las fotografias se indican los espermatozoides microcefalicos con la "m", los

macrocefalicos con "M" y los normales con "n".

Figura 3. Microcefalia y macrocefalia del espermatozoide de toro.

Vacuolas nucleares

Las vacuolas nucleares se encuentran primariamente como una linea en la region ecuatorial de
la cabeza del espermatozoide (defecto "diadema™) como se las ve en las fotos (a), (b) y (c) o
como una o dos vacuolas en el apex del nicleo como en la foto (d). Si observamos los
espermatozoides con contraste diferencial (DIC) las vacuolas se asemejan a crateres (a). Con
la tincion de Feulgen brillan como diamantes (d) y por esa razon se lo llama diadema. En la
foto (c) se ven las vacuolas en un preparado realizado con Eosina-Nigrosina, las vacuolas

aparecen como puntos oscuros y deben diferenciadas de cristales o restos de la tincion.

Figura 4. Vacuolas nucleares del espermatozoide de toro.

Pieza media distal doblada

En (a - ) son muestras con alta incidencia de este defecto. Nétese la variedad de formas
dentro del mismo extendido y la combinacién de este defecto junto con la torsion de la pieza
principal. Los indicados en (d) y (e) se encuentran también asociados a fracturas de la pieza
media o curvas dobles y estas se originan probablemente en los ultimos pasos de la

espermatogénesis.
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Figura 5. Pieza media distal doblada del espermatozoide de toro.

Espermatozoides de cola corta o *'stunp tail deffect™

Este defecto no es comdn, es muy bajo porque la mayoria de los espermatozoides no tienen
una cola funcional. Los extendidos en el microscopio dan una primera impresion de una gran
cantidad de espermatozoides decapitados. Pero una examinacion con mayor aumento revela
que la cola esta reemplazada por un cuerpo pequefio o un mufion en el cuello. EI mufidn a
menudo esta cubierto por una gota citoplasmatica y puede haber colas en mufién simples o
dobles de 2 a 3 um de largo ademés de diminutas colas enrolladas. Aunque la proporcion de
espermatozoides anormales puede variar desde el 15 al 100%, EIl defecto cola en mufién suele

estar asociado con otros efectos como piezas intermedias tipo Dag y cabezas piriformes.

Figura 6. Espermatozoides de cola corta o "stunp tail deffect".
Pieza principal doblada

En este defecto se ve que la pieza principal se encuentra doblada haciendo un rulo ("loop™)
inmediatamente distal del anulo. Se encuentra generalmente asociado con la presencia de
espermatozoides con las piezas medias dobladas. En la mayoria de los casos se ve una gota
citoplasmatica distal en el centro del rulo. Este defecto aparentemente se origina en el
epididimo y no hay que confundirlo con el defecto producido por el shock hipoténico o por

estrés por frio de los espermatozoides.
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Figura 7. Pieza principal doblada del espermatozoide de toro.
Piezas intermedias arqueadas

Tienen forma de arcoiris 0 de U. Este defecto es producido por la tincion, pero puede haber
algunos casos raros de toros con este defecto. Cuando evaluamos la motilidad individual
vemos una gran cantidad de espermatozoides con movimientos en circulo. Para sacarse la
duda siempre hay que comparar lo que se ve en la motilidad individual con lo observado en el

preparado.

Figura 8. Piezas intermedias arqueada.

Gota citoplasmética proximal

Casi todos los espermatozoides que se encuentran en la cabeza del espididimo tienen una gota
citoplasmatica en esta posicion. Luego, a medida que van descendiendo hacia la cola del
epididimo el 90% de los espermatozoides tienen esta gota citoplasmatica en la parte distal.
Una alta incidencia de gotas proximales se puede ver en toros jovenes. En toros adultos, las
gotas proximales en el eyaculado son un signo de disturbio de la funcion epididimal o
testicular. En la foto (c) algunas anomalias primarias como cabezas piriformes estan

aparentemente predispuestas a retener la gota citoplasmatica proximal.

La foto (a) muestra una gota citoplasmatica grande y redonda ubicada en la zona proximal de
la pieza media. La foto (b) muestra la apariencia contraida de una gota proximal como se ve
en una tincion de eosina-nigrosina. La foto (c) muestra una gota ubicada en la pieza media

que ha migrado parcialmente.
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Figura 9. Gota citoplasmatica proximal del espermatozoide de toro.
Gota citoplasmética distal

Entre el 65 y 95% de los espermatozoides almacenados en la cola del epididimo tienen la gota
citoplasmatica en esta posicion. Esta gota es liberada cuando los espermatozoides se mezclan

con los fluidos seminales en la eyaculacion

La foto (a) muestra una gota citoplasmatica redonda y grande ubicada en la pieza media
distal, La foto (b) muestra la gota contraida en la pieza media distal La foto (c) gota

excéntrica comun en preparados frescos.

Figura 10. Gota citoplasmatica distal del espermatozoide de toro.
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Figura 11. Espermatozoides anormales a) esperma normal, b) abaxial, c)

macrocéfalo, d) microcéfalo, €) cabeza separada, f) contorno anormal, g) pera, h)
estrecho, i) No desarrollado, j) Doble cabeza (77).

2.2.7 Tinciones para evaluar la morfologia espermética
a) Tincion Diff-Quik

Es una técnica sencilla y rapida compuesta por un fijador (metanol), un colorante aniénico
acido (eosina) que tifie positivamente las proteinas basicas de color rojo, y por una tiazina
(azul de metileno o sus derivados) que tifie el ADN de azul (78).
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Es una técnica rapida de tincion de tipo Romanovsky, consiste en tres soluciones: un fijador
alcohol metilo, una solucién acuosa de eosina y una solucion acuosa de azul metileno y azure
A. Aunque los extendidos sanguineos o las extensiones de muestras obtenidas mediante
puncion aspiracion con aguja fina pueden ser tefiidas en tan sélo 15 segundos con Diff-Quik®,
los extendidos o improntas procedentes de estudios intraoperatorios, suelen presentar mayor

espesor, por lo que pueden necesitar mayores tiempos para una dptima tincion (79).
Composicién

e Diff-Quik Fijador: Solucion de fijacion (1 x 500 mL.)

Contiene verde solido (0.002 g/L) en metanol.

e Diff-Quik I: Solucion de tincion I (1 x 500 mL.)
Contiene Eosina Y (1.22 g/L) en un tampon de fosfato (pH 6.6) y acido de sodio como

conservante 0.1% (p/v).

e Diff-Quik Il: Solucién de tincién 11 (1 x 500 mL.)
Contiene tincion de Tiazina (1.1 g/L) con tampon fosfato (pH 6.6).

Diff-Quik presenta como componente anionico a Eosina G y catidnico a una tincion tiazinica
no especificada y en el area de reproduccion es usada usualmente para la evaluacion de la

morfologia espermatica (80).

Diff-Quik es una tincidn rapida. En varios trabajos reportaron que es un método confiable,
especialmente para analisis de anomalias espermaéticas cuando se trabaja con esta tincion (81).

Fundamento de coloracion del Diff-Quik

La tincién de mayor empleo en citologia veterinaria es, sin lugar a dudas, el colorante Diff-
Quik, que es una modificacion réapida de los colorantes tipo Romanowsky, sus grandes
ventajas son que en la preparacion del frotis solamente se requiere de fijacion al aire, la
coloracion se efectia en un maximo de 45 segundos, por lo tanto, en menos de un minuto
estan listas las muestras para iniciar su evaluacion; son raras las precipitaciones de colorantes
y las tinciones son adecuadas y permiten , con experiencia y conocimiento, evaluar facilmente

las caracteristicas celulares (82).
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b) Tincion Eosina-Nigrosina

También conocida como un test de vitalidad o de Williams Pollack, esta es una tincion supra
vital, muy utilizada en el laboratorio clinico dentro del espermatograma para determinar
espermatozoides vivos y muertos, debido que en los espermatozoides muertos poseen gran
permeabilidad de la membrana, permitiendo tefiir su estructura de un color Rojo / Rosado
distinguiéndose cabeza y cola del espermatozoide (83).

El colorante Eosina penetra a través de la membrana de los espermatozoides muertos
tinéndolos de color rosa, en tanto que los vivos permanecen incoloros. La Nigrosina, por otra
parte, dibuja en azul oscuro el perfil de los espermatozoides vivos. Se usa normalmente
porque es eficaz, simple, ademas de permitir visualizar los espermatozoides prontamente, es
una tincién denominada "vivos-muertos”, permitiendo evaluar la integridad de la membrana
al mismo tiempo que la morfologia. La tincién produce un fondo oscuro (nigrosina) sobre el
que los espermatozoides se presentan como objetos ligeramente rosados. Los espermatozoides
vivos normales no se tifien y aparecen de color blanco, mientras que los espermatozoides
"muertos™ (es decir aquéllos con pérdida de integridad de la membrana) toman la eosina y se

observan con un color rosado (84).

Cuadro 2. Composicion del colorante Eosina-Nigrosina (85).

Componente Cantidad
Eosina (g) 0.67
Nigrosina (g) 0.5
Agua (mL) 100
Ph 94
Osmolaridad (mOsm/kg) 139
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2.3 Definicion de términos
Anormalidad

Anormalidad es una deformacion producida por accion de fuerzas mecanicas aberrantes
que distorsionan las estructuras de los tejidos normales produciendo alteraciones de la
forma o posicion de un segmento corporal; Aquello que en su funcionamiento o aspecto
no es normal ni corriente, es raro, poco usual, y por caso es que se le suele atribuir

normalmente una consideracion negativa (86).
Espermatozoide

Los espermatozoides son Unicos entre las células en forma y funcion. Los
espermatozoides maduros son células terminales, el producto final de complejos procesos
de desarrollo, que no pueden sufrir mas division o diferenciacion (75).

Gameto masculino, destinado a la fecundacion del évulo (87).
Anormal

Que accidentalmente se halla fuera de su natural estado o de las condiciones que le son
inherentes (87).

Anomalia

Defecto de forma o de funcionamiento (87). Es cualquier desviacion de lo normal
especialmente refiriéndose a un defecto congenito o de desarrollo.

Tincién

Es el proceso por el cual las moléculas de un colorante se adsorben a una superficie. El
uso de colorantes permite cambiar el color de las células de los microorganismos y poder
realizar la observacion en microscopio (88). Consiste en aplicar diversas combinaciones

de sustancias colorantes a las extensiones previamente fijadas (89).
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CAPITULO Il
DISENO METODOLOGICO

3.1 Definicién de variables
a) Variables independientes
e Tincion Diff-Quik: Se refiere al colorante hematoldgico que es aplicable a coloracion

de estructuras espermaticas.

e Tincion Eosina- Nigrosina: Es el colorante convencional que se usa para colorear las

células espermaticas.
b) Variables dependientes

e Anormalidades de la cabeza de los espermatozoides: Es el porcentaje de
espermatozoides con anormalidades en la cabeza del espermatozoide en el semen del

toro Holstein.

¢ Anormalidades del cuello de espermatozoides: Es el porcentaje de espermatozoides
que tienen anormalidades en el cuello del espermatozoide del semen del toro

Holstein.

e Anormalidades de la cola de espermatozoides: Es el porcentaje de espermatozoides

que tienen anormalidades en la cola del espermatozoide del semen del toro Holstein.
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3.2 Operacionalizacion de variables
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Cuadro 3. Operacionalizacién de variables.

Variables Dimension Indicador indice
Independientes
Tincion Colorante de Grado de tincion Relacion de la tincion
Diff- estructuras Diff-Quik sobre los Diff-Quik utilizado sobre
Quik espermaticas. espermatozoides espermatozoides de toro.
antes y después de la
congelacién del
semen.
Tincion Colorante Grado de tincion Relacién de la tincion
Eosina- supravital de Eosina-Nigrosina Eosina-Nigrosina
Nigrosina estructuras sobre los utilizado sobre

espermaticas.

espermatozoides
antes y después de la

espermatozoides de toro.

congelacién del
semen.
Variables Dependientes
Anomalias de Defectos de Porcentaje de Anomalias de la cabeza
la cabeza morfologia de la anomalias de la del esperma sobre el
cabeza de cabeza de total de espermatozoides
espermatozoides. espermatozoides contados.
antes y después de la
criopreservacion de
semen bovino.
Defectos de Porcentaje de Anomalias del cuello del
morfologia del anomalias del cuello esperma sobre el total de
Anomalias del cuello de de espermatozoides espermatozoides
cuello espermatozoides. antes y después de la contados.
criopreservacion de
semen bovino.
Defectos de Porcentaje de Anomalias de la cola del
morfologia de la anomalias de la cola esperma sobre el total de
Anomalias de cola de de espermatozoides espermatozoides
la cola espermatozoides. antes y después de la contados.

criopreservacion de
semen bovino.
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3.3 Hipotesis de la investigacion
a) Hipotesis general

El colorante Diff-Quik permite identificar mejor que el colorante Eosina-Nigrosina, las
anormalidades morfologicas de los espermatozoides, en la criopreservacion del semen

del toro Holstein.
b) Hipdtesis especificas

e El colorante Diff-Quik permite una mejor observacion de las estructuras morfologicas
que Eosina-Nigrosina de la cabeza de espermatozoides, en la congelacion del semen

de toro Holstein.

e El colorante Diff-Quik permite una mejor observacién de las estructuras morfolégicas
que Eosina-Nigrosina del cuello de espermatozoides, en la congelacion del semen de

toro Holstein.

e El colorante Diff-Quik permite una mejor observacion de las estructuras morfolégicas
que Eosina-Nigrosina de la cola de espermatozoides, en la congelacion del semen de
toro Holstein.

3.4 Tipo y disefio de la investigacién

Segln la intervencidon del investigador, esta investigacion es de tipo experimental. Es
prospectivo, longitudinal y de nivel investigativo “explicativo” (causa — efecto); ademas de

ser “controlados” (90).

3.5  Poblaciéon y muestra

3.5.1 Poblacion

La poblacién estuvo representada por semen de un toro de la raza Holstein.

3.5.2 Muestra

El método y tamafio muestral fue por conveniencia, que es un procedimiento no probabilistico

(91). Se considero 10 eyaculados de semen de toro.
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3.6 Procedimiento de la investigacion
3.6.1 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
y provincia de Abancay del departamento de Apurimac, Peru. Esté localizado a 13° 38” 31.
40” Latitud Sur y 72° 53’ 17. 03” Longitud Oeste, a 2180 m de altitud (92). El estudio fue

realizado entre los meses de agosto a diciembre del 2017.
3.6.2 Animales y disefio experimental

Se utilizd un toro Holstein. de dos afios de edad aproximadamente, con 300 kg de peso
aproximadamente, clinicamente sano, con condicion corporal buena, la alimentacion fue a
base de alfalfa méas concentrado, con manejo al pastoreo en el Centro de Investigacion de
Pachachaca, ubicada a 13°39'47.69" Latitud Sur y 72°56'15.05" Longitud Oeste (92),

perteneciente de la Universidad Nacional Micaela Bastidas de Apurimac.

Se formaron 4 grupos de tratamientos (T) segln colorantes de espermatozoides, T1: Tincion
Diff-Quik antes de congelacion; T2: Tincién Eosina-Nigrosina antes de congelacion; T3:
Tinciéon Diff-Quik después de congelacion; T4: Tincién Eosina-Nigrosina después de la
congelacién de semen. De cada eyaculado (n=10) el semen se distribuyd aleatoriamente a
cada grupo de tratamiento. La evaluacion morfoldgica de las anomalias espermaticas se

realiz6 antes y después de la congelacién de semen.
3.6.3 Coleccion y transporte de semen

El entrenamiento de la coleccion de semen del toro se realizo interdiariamente durante 2
meses, al inicio se utiliz6 una vaca en celo sujetada en un brete. La coleccion de semen se
realiz6 dos veces por semana hasta completar los 10 eyaculados. Se utiliz6 la técnica de
coleccion con vagina artificial, segin la técnica descrita por Morillo (57) con algunas
modificaciones, se utilizé un tubo rigido de 40 cm, fijados en ambos extremos con funda de
latex que delimitaba una cdmara interior, se utiliz6 agua a 45 °C colocadas por una véalvula
luego se insuflo aire alcanzando una presion adecuada, en uno de los extremos del cilindro se
colocé una funda colectora de latex en forma de embudo y en su extremo mas angosto de esta
fue unida el tubo colector seguidamente se protegio de la luz solar y del frio con una funda de
algodon. para cada coleccidn se realizé la limpieza de la zona genital del toro, luego se simuld

la monta y se dirigid el pene al interior de la vagina artificial.
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El eyaculado se transportd en una unidad motorizada desde el centro experimental
Pachachaca de la UNAMBA al laboratorio de reproduccion animal de la facultad de Medicina
Veterinaria Y Zootecnia alrededor de 20 minutos en un termocooler con una temperatura de

37 °C para su evaluacion.

3.6.4 Motilidad espermatica
Motilidad masal

Las muestras seminales fueron evaluadas de acuerdo a la metodologia propuesta por Maxwell
y Evans (4). Se coloc6 5 pL de espermatozoides colectados mediante vagina artificial sobre la
lamina portaobjeto a 37 °C, se observé con microscopio 6ptico a 4X - 10X, se le dio la
valoracion subjetiva de 0 a 5 grados considerando 0 cuando hay ausencia de movimiento y 5

cuando existe ondas con movimiento vigoroso.
3.6.5 Coloracion de espermatozoides

La coloracion de las muestras de semen de toro Holstein se realizé en tres laminas

portaobjetos (A, B y C) para cada colorante antes y después de la congelacion.
3.6.5.1 Coloracion Diff-Quik
Para para la coloracion con Diff-Quik se tuvo como referencia la técnica de Nieto (93).

a) Dilucion de semen para fijado: se mezcld 5 uL de semen con 10 uL de cloruro de
sodio a 0.9 %. A 37 °C en viales de 2 ml. Esta dilucién se realiza con la finalidad de no

observar espermatozoides sobrepuestos.

b) Frotis: Se aspir6 5 pL del semen previamente diluido y se colocd sobre la lamina
portaobjeto en la parte media de uno de los extremos de la lamina y con ayuda de otra

lamina portaobjeto con una inclinacién se realiz6 el extendido.

c) Secado: se realizé con movimientos suaves de la mano de lado a lado en el aire durante

varios segundos.

d) Solucién de fijacion: la lamina portaobjetos se sumerge en la solucion de fijacion de
Diff-Quick (solucién de color transparente) durante un minuto, luego se procedié el

secado al aire durante dos minutos.
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Solucién de tincion Diff-Quick I: se sumergio la ldmina en la solucion de tincién |

(color naranja) durante dos minutos y se procedi6 al secado al aire durante 4 minutos.

Solucion de tincion Diff-Quick I1: Para finalizar se sumergio la lamina en la solucion
de tincion Il (color azul) durante dos minutos, se extrajo la lamina y paso a ser
enjuagada con agua estéril en un vaso de precipitado de 100 mL, para después realizar

el secado al aire durante 4 a 5 minutos para su posterior evaluacion.

3.6.5.2 Coloracién con Eosina-Nigrosina

Para la tincién con Eosina-Nigrosina se utilizo el método de Cabrera y Pantoja (94)

a)

b)

Dilucién del semen para fijado: Para el fijado del semen en la lamina portaobjetos,
se diluy6 combinando 5 uL de semen con 10 uL de cloruro de sodio a 0.9 % a 37 °C

en viales de 2 mL.

Frotis: Se aspird 2 uL de Eosina, 2ul de Nigrosina y 5uLL de semen diluido, se coloco
sobre la lamina portaobjeto en la parte media de uno de los extremos y con ayuda de
un tips se mezcla los tres elementos, con ayuda de otra lamina con una ligera

inclinacion se distribuy6 a lo ancho de la lamina para luego extender la muestra.

Secado: se movié la ldamina portaobjetos con la mano de lado a lado durante varios

segundos para secar rapidamente el frotis al aire.

3.6.6 Coloracion de muestras después de la congelacion

a)

Preparacion de dilutores y dilucién

Los componentes sélidos del dilutor (Acido citrico, Glucosa y Fructuosa), se peso en
una balanza analitica, se prepar6 en tubos conicos de 45 mL 24 h antes de su uso
excepto la yema de huevo de gallina (huevo puesto en el dia). Se form6 dos fracciones
Ay B, la porcidn A contenia el dilutor base méas espermatozoides, mientras la porcion B
contenia el dilutor mas glicerol al 5%. La dilucion fue 4: 1 (4 partes de dilutor y 1 parte

de semen) unidas a una misma temperatura de 37 °C.
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Cuadro 4. Composicién del dilutor Tris

Tris
Tris () 3.630
Acido citrico (g) 1.990
Glucosa (g) 0.500
Fructuosa (Q) 0.4975
Yema de huevo (mL) 7
Glicerol (mL)* 5
Penicilina (Ul) 100000
Agua bidestilada csp (mL) 100

* Usado para la fraccién B del dilutor

b) Enfriamiento de espermatozoides

Se realizd durante 2 h hasta llegar a 15 °C, luego se colocé a refrigeracion a 4 °C por 2

h hasta su equilibramiento. Luego se unio las dos fracciones.

c) Empajillado

Se utiliz6 pajuelas de 0.25 mL, previamente rotuladas y enfriadas, el llenado de las
pajuelas fue por absorcion manual con ayuda de una micropipeta, luego se sellé con
alcohol polivinilico y agua bidestilada en su extremo libre para luego ponerlo en la
parrilla de congelamiento, este procedimiento se realiz6 bajo una temperatura de

refrigeracion a 5 °C dentro de la refrigeradora.

d) Congelacion

Se realiz6 mediante el método convencional, haciendo uso de una caja de poliestireno
previamente preparada para el procedimiento de congelacion de semen, a la cual se le
cargo de nitrogeno liquido a -196 °C hasta un nivel de 5 cm. Las pajuelas se colocaron
sobre una parrilla de congelamiento a 4 cm del nivel de nitrégeno liquido, donde se
encontraba a vapor de nitrogeno liquido que se encontraba en un promedio de -80 a -
100 °C por espacio de 15 min. Luego se sumergio las pajuelas al nitrogeno liquido a -

196 °C para su criogenizacion.

Luego rapidamente las pajuelas se colocaron en globets, luego en canes y canastas para

ser almacenados en el tanque criogénico hasta su posterior evaluacion.
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e) Descongelacion

El descongelamiento se realiz6 de manera rapida, se extrajeron las pajuelas del tanque
de nitrogeno con ayuda de unas pinzas para evitar el cambio brusco de temperatura se
utilizé un termo de descongelacion a 37 °C colocando las pajuelas por 1 min, se corto
por el lado donde se sell6 con el alcohol polivinilico y se evalud los espermatozoides

descongelados.

3.6.7 Evaluacion morfolégica del espermatozoide

Para cada muestra seminal se contabilizo 200 espermatozoides en cada lamina (A, By C)
previamente tincionada antes y después de la congelacion, el conteo se realizé en distintos
campos escogidos al azar con un microscopio optico con aceite de inmersién a 100 X de
aumento, la evaluacion morfoldgica se realizd segun clasificacion de Barth (74). Que se
muestra en el cuadro 1. donde se clasifica anomalias primarias y secundarias, los
espermatozoides tefiidos con el colorante Diff-Quik se observaron de un color azul y los

espermatozoides tefiidos con el colorante Eosina-Nigrosina se observaron de color rosado.

3.6.8 Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé el programa de sistema de analisis estadistico (SAS) v
9.4. Las variables de respuesta al principio se comprobaron la normalidad mediante la prueba
Shapiro-Wilk que fue a través del procedimiento UNIVARIATE, Luego se realiz6 el analisis
de varianza mediante el Modelo Lineal General bajo el disefio completamente al azar con
arreglo factorial 2A x 2B (factor A: tincién Diff-Quik y Eosina-Nigrosina; factor B: antes y
después de la congelacién). La comparacion de medias se realiz6 con la prueba de Tukey

determinando la significancia (P < 0.05) entre grupos.

El modelo estadistico fue:

Y = n+A+B+AB+e
Donde:
Y = Es la variable de respuesta (anomalias de cabeza, cuello, cola).
n = Es la constante, media de las observaciones.
A = Es el efecto del factor dilutor con dos niveles: Diff-Quik y Eosina-Nigrosina.
B = Es el efecto del factor hora de refrigeracién con 2 niveles: pre y post congelado.
AB = Es el efecto de la interaccion de los factores Ay B

e = Es el efecto del error experimental, que esta distribuido como € DNI (0, 62e).

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



37 de 60

3.7  Material de investigacion

3.7.1 Materiales por procedimiento

Material bioldgico
e Semen de toro Holstein
Material para la obtencion de muestras

e Vagina artificial

e Aguaai45-°C

e Tubo colector (tubo conico de 15 ml)
e Termocooler

e Termometro digital

e Vagina artificial

e Termo hervidor

e Funda de algodon para el tubo colector

Material para la evaluacidn espermatica

e Microscopio

e Solucion salina normal (0.99% NaCl)
e Tips de micropipetas

o Diff-Quik

e Eosina-Nigrosina

e Laminas portaobjetos y cubreobjetos
e Viales

e Guantes

e Jeringas descartables de 5, 10 mL

e Alcohol de 70°

Material de criopreservacion de semen

e Tubos conicos de 15y 45 mL
e Bafio maria

e Pajuelas de 0.25 mL

¢ Alcohol polivinilico

o Parilla de congelamiento

o Refrigeradora

¢ Nitrogeno liquido

Caja de poliestireno

MICAELA BASTIDAS
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e Globets
e Canes y canastas
e Tanque criogénico
e Dilutor tris
3.7.2 Instrumentos de investigacion.

El instrumento que se us6 ademas de los materiales mencionados se describe en el formato

de registros que figura en el anexo cuadro 8.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Anomalias morfologicas de la cabeza de espermatozoides

Los resultados de anomalias morfologicas de la cabeza del espermatozoide se muestran en el
Cuadro 5. Los defectos de la morfologia de la cabeza gigante, pequefia, piriforme, conica y
estrecha, dos cabezas, defecto de acrosoma, normales desprendidas entre la coloracion de
Diff-Quik (DQ) y Eosina-Nigrosina (EN) son similares (P > 0.05), antes y después de la

congelacién de espermatozoides de toro Holstein.

Cuadro 5. Porcentaje (media + desviacion estandar) de anomalias morfolégicas de la cabeza
de los espermatozoides de toro Holstein, antes y después de la congelacion, utilizando

MICAELA BASTIDAS

tinciones Diff-Quik (DQ) y Eosina-Nigrosina (EN).

. ., Pre Post Valor
Anomalias Coloracion ., .,
congelacion congelacion de P

Gigante

DQ 0.02 £0.03 0.02 +0.03 P>0.05

EN 0.00 +0.00 0.02 +0.03 P>0.05
Pequeia

DQ 0.55+0.05 0.50 +0.13 P>0.05

EN 0.33+0.08 0.38+0.13 P>0.05
Piriforme

DQ 0.17 £0.12 0.03+0.06 P>0.05

EN 0.15+0.05 0.03+£0.06 P> 0.05
Conica y estrecha

DQ 0.52 +£0.12 0.35+0.05 P>0.05

EN 0.32 +0.06 0.15+0.10 P > 0.05
Dos cabezas

DQ 0.00 +0.00 0.02 +0.03 P>0.05

EN 0.02 +0.03 0.05+0.05 P>0.05
Defecto de acrosoma

DQ 0.03+0.03 0.00 +0.00 P>0.05

EN 0.13+0.06 0.13+0.03 P>0.05
Normales desprendidas

DQ 1.83+0.35 1.25+0.31 P>0.05

EN 1.77 £0.10 1.73+1.26 P>0.05
Total

DQ 3.12+0.70 2.17+0.61 P>0.05

EN 2.72 +£0.38 2.49 +1.66 P > 0.05
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Los resultados encontrados en el presente experimento sobre porcentaje de anomalias de la
cabeza del espermatozoide, antes de la congelacion, 3.12 + 0.70 con tincion Diff-Quik, 2.72 +
0.38 con Eosina-Nigrosina. Resultados son similares al utilizar tincién Eosina-Nigrosina en
espermatozoides de semen fresco de toros, 4.86 + 5.71 (33); sin embargo, son menores a 6.1 +
2.8 (95); 8.3 + 6.8 (21). En equinos, Rodriguez (35) reportd 1.5 + 5.03 con tincion Eosina-
Nigrosina; Murcia et al. (11) encontraron 2.7 + 3.6 con Eosina-Nigrosina, mientras con Diff-
Quik 3.3 £4.3. En gatos, Jiménez et al. (37) encontraron 1.1 + 0.3 para tincion EN, 7.1 £ 2.5
para tincién DQ.

La variabilidad de los resultados comparados, probablemente sean al efecto especie, aunque
en la misma especie hay diferencias que se deberian a la frecuencia de coleccion de semen,
edad entre otros factores no especificados. El intervalo de coleccion de semen es de
importancia debido a que una alta frecuencia puede afectar la madurez de los espermatozoides
(44). La técnica para la tincion puede afectar a la morfologia, por lo que las extensiones no
deben realizarse de forma brusca para evitar roturas en las cabezas, asi como provocar la
aparicion de posturas anormales de los espermatozoides que enmascaran el resultado real,
generando un ndmero anormalmente alto de morfoanomalias (27). Aunque, el uso de Diff-
Quik, permite mejor evaluacion de anomalias, especialmente anomalias en la cabeza, que son
mas dificiles de detectar por microscopia optica (96). Otros aspectos de diferencia, talvez se
deba a los efectos de clima, la dominancia, edad, estacién, raza, tipo de alojamiento o la

alimentacion, entre otras causas pueden condicionar la calidad del esperma (37).

Los resultados porcentuales de defectos de cabeza de los espermatozoides post congelacion
encontrados en el presente estudio 2.17 + 0.61 con coloracion Diff-Quik, 2.49 + 1.66 con
tincién Eosina-Nigrosina. Estos resultados son similares a los reportes de Soderquist et al.
(36) quienes encontraron 3.8 + 2.1 en espermatozoides de toros post congelados. En equinos,
Rodriguez (35) encontr6 6 + 6.2 con Eosina-Nigrosina. En gatos, Jiménez et al. (37)

encontraron 0.9 = 0.3 para tincion EN, 1.6 + 0.8 para tincion DQ.

Las diferencias probablemente sean por las mismas causas mencionadas para los defectos de
cabeza de espermatozoides antes de la congelacion. Pueden existir grandes variaciones de
identificacion de defectos de espermatozoides, dependiendo del sistema de clasificacion,
técnica de extension y tincién de la muestra y del nivel de experiencia de los técnicos de
laboratorio (37).
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4.2 Anomalias morfoldgicas del cuello de espermatozoide

Los resultados de anomalias del cuello de espermatozoide se muestran en el cuadro 6, los
defectos morfoldgicos del cuello de los espermatozoides: descentrado, doble, en espiral,
granular son similares (P > 0.05) entre las tinciones de Diff-Quik y Eosina-Nigrosina durante
la pre y post congelacion de semen. Hay mayor (P < 0.05) defecto de Gota citoplasmatica
proximal en espermatozoides coloreados con EN versus DQ durante pre y post congelacion de

semen.

Cuadro 6. Porcentaje (media £ desviacion estandar) de anomalias morfologicas del cuello de

los espermatozoides de toro Holstein, antes y después de la congelacion, utilizando tinciones
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Diff-Quik (DQ) y Eosina-Nigrosina (EN).

. L Pre Post Valor
Anomalias Coloracion L .
congelacion congelacion deP
Descentrado
DQ 0.05 +0.05 0.03+£0.03 P>0.05
EN 0.10+0.10 0.05 £ 0.00 P>0.05
Doble
DQ 0.00 +0.00 0.00 £ 0.00 P>0.05
EN 0.02 +0.03 0.05+0.05 P>0.05
Espiral
DQ 0.00 +0.00 0.00 +0.00 P>0.05
EN 0.02 +0.03 0.00 +0.00 P>0.05
Granular
DQ 0.38 +0.23 0.40 +0.09 P>0.05
EN 0.40 +0.09 0.10 +0.09 P>0.05
Gota citoplasmatica
proximal
DQ 0.18+0.10% 0.08+£0.10* P>0.05
EN 0.25+0.09° 0.30+0.13° p>005
Total
DQ 0.61+0.382 0.51+0.22 P>0.05
EN 0.79+0.34" 050+£0.27  pP<005

3 Syperindices diferentes dentro de la columna expresan diferencia (P < 0.05).
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Los resultados del presente experimento para porcentajes de anomalias morfoldgicas del
cuello de espermatozoide antes de la congelacion con tincién Diff-Quik fue 0.61 + 0.38,
mientras con tincion Eosina-Nigrosina fue 0.79 £ 0.34. Resultados que son inferiores en
semen fresco de toro encontrados por Soderquist et al. (95) que informan 1.1 £ 0.9. Con
Eosina-Nigrosina; Vilakazi et al. (97) muestran valores de 2.6 = 0.6 con tincion Eosina-
Nigrosina; Freneau et al. (21) quienes reportaron 11.7 + 6.1 tefiidos con Eosina-Nigrosina. En
equinos, en espermatozoides de semen fresco, con coloracion Eosina-Nigrosina, Rodriguez
(35) reporta 5.8 £ 3.8; Murcia et al. (11) reportan 5.4 +7.7 con Eosina-Nigrosina, 5.7 + 8.1
tefiidos con Diff-Quik. En gatos, Jiménez et al. (37) reportan 26.3 + 2.5 con Eosina-

Nigrosina, 16.1 + 2.5 con Diff-Quik en espermatozoides antes de la congelacion.

Los resultados de la presente investigacion para porcentajes de anomalias morfologicas del
cuello de espermatozoide post congelacion con tincion Diff-Quik fue 0.51 £+ 0.22, mientras
con tincion Eosina-Nigrosina fue 0.50 + 0.27. Son similares al reporte de Sdderquist et al.
(36) quienes encontraron 1.0 + 0.8 de defectos de cuello de espermatozoides de toros post
congelacién coloreados con Eosina-Nigrosina. Son menores a los reportes de Rodriguez (35)
quien encontrd 5.5 £ 2.3 post congelamiento de espermatozoides de equinos coloreados con
Eosina-Nigrosina. Jiménez et al. (37) post congelacién de espermatozoides de gatos
reportaron 30.1+3.8 con EN, 23.3+3.1 con tincion Diff-Quik.

Las diferencias de la cantidad de espermatozoides con defectos del cuello evaluados con los
colorantes Diff-Quik y Eosina-Nigrosina, posiblemente es por razon de especie animal, veces
de coleccién de semen y otros factores no especificados. El intervalo de coleccion de semen
es de importancia debido a que una alta frecuencia puede afectar la madurez de los
espermatozoides (44). Otros aspectos de diferencia, tal vez se deba a los efectos de clima, la
dominancia, edad, estacién, raza, tipo de alojamiento o la alimentacion, entre otras causas
pueden condicionar la calidad del esperma (37). Por otro lado, la diferencia entre Diff-Quik y
Eosina-Nigrosina probablemente tenga relacion con grado o intensidad de la tincién de cada

colorante sobre las estructuras espermaticas, que evidenciarian los defectos.
4.3 Anomalias morfologicas de la cola de espermatozoide

Los resultados de los defectos de la cola del espermatozoide se muestran en el Cuadro 7. Las
anomalias espermaticas de la cola corta, abaxial, dos colas, gota citoplasmatica distal son

similares (P > 0.05) con la coloracion Diff-Quik y Eosina-Nigrosina antes y post congelacion
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de semen. Se identifica mayor porcentaje (P > 0.05) de anomalia de cola doblada con tincion
de Eosina-Nigrosina que Diff-Quik antes y después la congelacion de semen de toro.

Cuadro 7. Porcentaje (media + desviacion estandar) de anomalias morfologicas de la cola de

los espermatozoides de toro Holstein, antes y después de la congelacion, utilizando tinciones

Diff-Quik (DQ) y Eosina-Nigrosina (EN).

. . Pre Post Valor
Anomalias Coloracion ., .,
congelacion congelacion  deP

Corta

DQ 0.77 £0.08 0.63+0.16 P>0.05

EN 1.12 +0.03 1.03+£0.25 P>0.05
Abaxiales

DQ 0.00 £ 0.00 0.00 £0.00 P>0.05

EN 0.00 +0.00 0.00 +0.00 P>0.05
Dos colas

DQ 0.00 +0.00 0.00 +0.00 P>0.05

EN 0.02 +0.03 0.00 £0.00 P>0.05
Gota citoplasmética distal

DQ 0.23+0.10 0.22 £0.03 P>0.05

EN 0.88 +0.32 0.37 +0.03 P>0.05
Doblada

DQ 3.68+0.702 3.92+£024% pP>005

EN 7.12+0.85° 6.75+0.57° p>o005
Total

DQ 4.68 +0.88 2 477+0.432 pP>0.05

EN 9.14 +1.23° 8.15+0.85P P >0.05

3 syperindices diferentes dentro de la columna expresan diferencia (P < 0.05).

Los resultados porcentuales del presente estudio muestran defectos de cola de
espermatozoides antes de congelacion con colorante Diff-Quik 4.68 + 0.88, Eosina-Nigrosina
9.14 + 1.23. Resultados que son altos de anomalias esperméticas en el semen fresco de toros
respecto al reporte de Freneau et al. (21) quienes identificaron un porcentaje de 4.7 + 2.3 con
tincién Eosina-Nigrosina, también al reporte de Menon et al. (33) quienes informaron 1.01 +
1.5 de defectos de la cola de espermatozoides con tincién de Eosina-Nigrosina. En equinos,
Rodriguez (35) encontro 12.6 + 7.34 de anomalias espermaticas antes de la congelacion de
semen con Eosina-Nigrosina; Murcia et al. (11) muestran en semen fresco 2.7 + 4.2 con
Eosina-Nigrosina, 2.2 + 3.7 con Diff-Quik.
anormalidades de la cola de espermatozoides 7.14 + 5.41 con tincion Diff-Quik en semen

Mota et al. (9) muestra valores para
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fresco de gato; en la misma especie Jiménez et al. (37) antes de la congelacion de
espermatozoides de gatos reportaron 22.9 £ 2.3 con EN, 19.3 + 2.3 con tincion Diff-Quik.

Las anomalias espermaticas porcentuales de la cola encontradas post congelacion de semen de
toro en el presente estudio fueron 4.77 £ 0.43 con Diff-Quik, 8.15 + 0.85 con Eosina-
Nigrosina. Resultados que son menores al estudio de Rodriguez (35) quien encontré 46.6 +
21.4 de anomalias espermaticas post congelacion de semen equino utilizando Eosina-
Nigrosina. También Jiménez et al. (37) antes de la congelacion de espermatozoides de gatos
informaron 27.3 + 2.3 con EN, 20.9 + 1.7 con Diff-Quik.

Estos resultados Gltimos que son mayores a los resultados del presente estudio, posiblemente
sea debido al factor de procedencia de espermatozoides del lugar del tracto reproductivo que
fue del epididimo, en este lugar podria estar mezclado los espermatozoides de la cola y parte
del cuerpo del epididimo, donde en este Ultimo los espermatozoides aun no tienen una
maduracion completa. La morfologia de los espermatozoides epididimarios puede diferir de
un eyaculado en un mismo individuo, esto puede deberse posiblemente a la exposicién al
plasma seminal al que son sometidos durante el proceso de eyaculacion (98). Por otro lado, el
tipo de colorante podria afectar la morfologia del espermatozoide, uno de los inconvenientes
que presenta el uso de la Eosina-Nigrosina es que, al ser un colorante hipotonico afiadido a
muestra no fijada quimicamente, puede producir morfologias anormales en los

espermatozoides, especialmente defectos en la cola (99).
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CAPITULOV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
a) Conclusiones

e Las anomalias morfoldgicas de la cabeza del espermatozoide fueron similares con
Diff-Quik y Eosina-Nigrosina antes y después de la criopreservacion del semen de

toro Holstein.

e Eosina-Nigrosina y Diff-Quik, fueron similares en la mayoria de las anomalias del
cuello del espermatozoide de toro, siendo mejor Eosina-Nigrosina para las gotas
citoplasmaticas antes y después de la criopreservacion.

e Latincion con Eosina-Nigrosina para las anomalias de la cola de espermatozoides de
toro fue superior frente a la coloracion con Diff-Quik antes y después de la

criopreservacion.

e La evaluacion morfoldgica de espermatozoides del toro es importante para predecir
el resultado del espermatozoide congelado-descongelado en una inseminacién

artificial o programas de fertilizacion in vitro.

b) Recomendaciones

e Evaluar la fertilidad, utilizando métodos de tincion en inseminacion artificial con

semen criopreservado.

e Realizar estudios de comparacion entre distintas edades, razas y época de afio en

bovinos.

e Evaluar la morfologia del acrosoma con las distintas tinciones mencionados en el

trabajo.

e Realizar estudios de comparacion entre distintas especies.
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Cuadro 8. Ficha de registro de anomalias morfoldgicas de espermatozoides de semen de
toro

TINCION CON DIFF QUIK Y EOSINA-NIGROSINA

Muestra analizada N° Antes de congelar Después de congelar
N° células observadas por placa Diff-Quik Eosina-Nigrosina Diff Quik Eosina-
Nigrosina
IDENTIFICACION DE PLACA PORTA OBJETOS Al B | C A B C A | B |C A|B|C
Gigantes (macrocéfalo)
Pequefias
Periformes
Cdnicas y estrechas (amorfos)
Dos cabezas
Union del cuello fuera del eje (descentrado)
Doble
Espiral
Deshilachado, granular o hinchado
Corta (defecto de la cola en mufién)
Abaxiales, accesorias o miltiples
Dos colas
Cabezas normales desprendidas
Acrosoma roto, deforme o desprendido
Pieza media o principal doblada
Gota citoplasmatica proximal y distal

Total

|eroL
|eroL
2301

12301

Cabeza

Primarias

Cuello

Anomalias

Cola

Cab
eza

Secundari
Cu
ello

Figura 12. Coleccion de muestra seminal,

con la técnica de vagina artificial.

WREN Y 33
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Figura 13. Secado de muestras seminales en placas

porta objetos después de la tincion con Diff - Quik.

Figura 14. Secado de muestras seminales en placas
porta objetos después de la tincion con Eosina —

Nigrosina.
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Figura 15. Espermatozoides con tincidon Diff-Quik: (1) microcefalia, (2) cabeza

conica estrecha, (3) periforme, (4) acrosoma desprendido.

Figura 16. Espermatozoides con tincion Diff-Quik: (1) macrocéfalo, (2) dos
cabezas, (3) cabeza normal desprendida, (4) cuello descentrado.
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Figura 17. Espermatozoides con tincion Eosina-Nigrosina: (1) dos cabezas,
(2) cuello descentrado, (3) dos colas, (4) cuello hinchado.

Figura 18. Espermatozoides con tincion Eosina-Nigrosina: (1) dos cuellos,

(2) macrocéfalo, (3) cola doblada, (4) espermatozoide con cola en mufién con tincién
Diff-Quik.
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