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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el semen conservado de las razas Gyr
y Girolando, determinando el Ph del semen conservado en pajillas de 0,25 ml en
reproductores, tambien se analizo la motilidad masal, individual, concentracién
espermatica y viabilidad del semen conservado. De acuerdo a los resultados obtenidos
se dice que se obtuvieron resultados de las pajillas de 0,25 ml con valores como que
la pajilla proveniente del toro fulminante- Gyr fue de la mayor valor del Ph con 7,
mientras que la del Girolando- Black Bull fue de la menor valor con 5, en cuanto a la
calidad seminal de los bovinos tenemos como resultados que de la pajilla proveniente
del toro Gyr- Jakua Master es del 90% en su motilidad masal. EI 90% en su motilidad
indivual, en su morfologia presento un 60% y en su viabilidad un 80%, en cuanto a la
pajilla proveniente del toro Gyr- Fulminante fue de un 75% de motilidad masal fue del
75%, motilidad invidual del 75%, su morfologia de un 80% y su viabilidad de un 85%,

dandonos resultados menores a los anteriores.

Palabras claves: Pajillas, Gyr, Girolando, Resultados



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the preserved semen of the Gyr and
Girolando breeds, determining the pH of the preserved semen in 0.25 ml straws in
broodstock, mass matility, individual motility, sperm concentration and viability of
preserved semen were also analyzed. According to the results obtained, it is said that
results were obtained from the 0.25 ml straws with values such as the straw coming
from the fulminant bull - Gyr was of the highest value of the Ph with 7, while that of the
Girolando - Black Bull was of the lowest value with 5, As for the seminal quality of the
cattle, we have as results that the straw from the Gyr-Jakua Master bull is 90% in its
massal motility. 90% in its individual motility, 60% in its morphology and 80% in its
viability, as for the straw from the Gyr-Fulminant bull, it was 75% massal motility, it was
75%, individual motility was 75%, morphology was 80% and viability was 85%, giving

us lower results than the previous ones.

Key words: Straws, Gyr, Girolando, Results
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CAPITULO I.- INTRODUCCION

1.1. Contextualizacion de la situacion problemética

Usualmente los problemas mas determinantes relacionados con la
conservacion de semen es la calidad del material seminal con el que se va a
trabajar, ya que se busca siempre tener un material idoneo, para realizar una
correcta inseminacion a futuro. (Goddfrey y Dowson et al. 2005)

Bajo el comentario de Orantes: Se dice que algunos toros pueden producir
materiales amorfos con un bajo porcentaje de espermatozoos fértiles (Orantes
Zebadua et al. Manzur 2010)

Otro de los factores predisponentes a analizar es los problemas de los
cambios bruscos de temperatura, pero del agua o del diluyente en que el semen se
va a descongelar y esto puede ocasionar el cambio fisioldgico o morfologico del
material seminal (Dunchen et al. De los reyes 2012).

Bajo ninglin concepto se puede volver a congelar una dosis que haya sido
descongelada con anterioridad, también es importante mencionar que el mal manejo
o el indebido manejo del instrumental durante la manipulacion del material seminal
congelado puede afectar determinante la célula espermatica, recordar que otros de
los factores que suelen causar problemas que pueden afectarse de manera
intrinseca o extrinsecantemente por los derivados controles del semen. (Foot Rh.
1995)



1.2. Planteamiento del problema

El problema a investigar en este tema es el analisis de material seminal de las
dos razas de toros las cuales, nos permitirdn conocer desde su porcentaje de fertilidad
y su total porcentaje de espermatozoides en buen estado, las cuales nos facilitara el

estudio sobre la motilidad y viabilidad en el semen de las razas de toro gyr y girolando.

1.3. Justificacién

Se dice que la crioperservacion o la conservacién de semen es de los avances
cientificos relacionados con la medicina veterinaria mas estupendos en el ambito
reproductivo, ya que de esta manera se puede obtener mejoras genéticas a futuro, las
cuales permitira conocer nuevos cruces de razas por medio de esta conservacion de

semen, que se utiliza usualmente en las inseminaciones artificiales.



1.4. Objetivos de investigacion.

1.4.1. Objetivo general.

e Evaluar el semen conservado de las razas Gyr y Gyrolando

1.4.2. Objetivos especificos.

e Determinar el pH de semen conservado en pajillas de 0,25 ml en reproductores

de las razas Gyr y Girolando.

e Analizar la motilidad masal, individual, concentracion espermatica y viabilidad

del semen conservado en pajillas de 0,25 ml de las razas Gyr y Girolando

1.5. Hipétesis.

Ho: El semen conservado en pajillas de 0,25 ml es de mayor calidad en la raza Gyr y
Girolando.

Ha: El semen conservado en pajillas de 0,25 ml es de menor calidad en la raza Gyr

y Girolando



CAPITULO Il.- MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes.

2.1.1. Historia de la Conservacion del semen

Historia de la preservacién del esperma

Lazzaro Spallanzani observé en 1776 que los espermatozoides enfriados en
la nieve durante 30 minutos se volvian inactivos, pero podian reactivarse. Al bajar
la temperatura, se suprime la actividad metabdlica y se prolonga la vida atil de los
espermatozoides. A principios del siglo XX, el investigador ruso Ivanov logré
embarazar a unas 500 yeguas. En 1913, lvanov descubrié un carnero muerto en la
nieve. El esperma congelado contenia esperma vivo capaz de ser fertilizado. Desde
entonces, se inici6 la busqueda de un método para mantener vivos los

espermatozoides el mayor tiempo posible. (Mirantes, 2011)

Luego se hicieron importantes aportes al perfeccionamiento de la
fecundacion, entre los que destacan: la creacion de una vagina artificial por parte
del investigador italiano Amantea en lItalia en 1914, el uso de diluyentes de semen
(fosfato de sodio) en 1930, que hizo posible para prolongar la vida de los
espermatozoides. semen durante varios dias, y en 1952 fue posible congelar el
semen de toro, extendiendo la vida atil del esperma indefinidamente.

La inseminacion artificial fue la primera biotecnologia utilizada para mejorar
la reproduccién y la genética animal y aporté el mayor beneficio a la produccion

animal. acido lactico. (Menjivar, 2018)

(Menjivar, 2018) también menciona que el interés en la inseminacion
artificial creci6 después del Primer Congreso de Reproduccion Animal e
Inseminacioén Artificial en Milan en 1948. Posteriormente, programas de test de toros
en Colorado (1963) los cuales fueron estandarizados después.



2.1.2. Origen de la Raza Gyr

Proviene de la peninsula de Kathiawar en la India, una regién con un clima
muy calido y suelos muy aridos y secos. Esta raza participé activamente en la
formacién de las razas Red Brahman e Indubrasil. Gyr Dairy ofrece al ganadero
moderno una alternativa de cruzamiento para producir ganado de doble propasito.

Se sabe que las primeras reses Gyr en América fueron exportadas a Brasil,
pais desde donde se extendieron ampliamente por todo el continente. De hecho,
fuera de la India, la raza Gir se encuentra principalmente en Brasil, Colombia,
México, Panama, Nicaragua, Honduras, Costa Rica, El Salvador, Paraguay y otros
paises.

Cuando se trata de mejoramiento genético de las razas Cebd, lo que mas se
destaca es Brasil, pais lider en programas de mejoramiento genético en el tropico,
gue ha logrado avances importantes en el avance genético de su rebafio lechero a
través de mejoras y técnicas clasicas. Los métodos reproductivos como la
inseminacion artificial y, mas recientemente, también la transferencia de embriones
y la fertilizacion in vitro, se deben principalmente a caracteristicas facilmente
medibles y a una alta heredabilidad.

El objetivo principal de la cria de ganado Gir es promover los beneficios resultantes,
ya que estos individuos requieren menos pasto y pueden adaptarse facilmente a los

climas tropicales. (Saldivar, 2016)

(Saldivar, 2016) igualmente menciona que la vacada Gyr se presenta como
una opcion para retocar la extraccion de goma en los climas célidos, pues comparte
las caracteristicas de los ganados bos indicus como musica su gran rusticidad,
correa e ingreso adaptabilidad a la atmdsfera tropical. Importantes explotaciones
lecheras de ambiente célido, de este modo como sistemas productivos de
sinalagmatica finalidad en el departamento, han erguido a sus esquemas

ejemplares de esta raza.



2.1.3. Origen de la Raza Girolando

Los primeros cruces entre Holstein y Gir se produjeron en Brasil en la década
de 1940 con el objetivo de que los animales resultantes del cruce de las dos razas
combinaran la alta produccién de leche del ganado Holstein con la sencillez de la raza
Gir.

Los productos de este cruce se caracterizaron por una excelente productividad,
alta fertilidad de las vacas y buena energia.

Debido a estas ventajas, la practica se extendio rapidamente por todo el pais y
en poco tiempo se convirtié en el ganado predominante en la mayoria de los potreros
brasilefios.Algunos dicen que esta transicion se produjo por casualidad cuando el toro

Gyr estaba apareando con las vacas Holstein. (Goltz, 2018)

(Goltz, 2018) asimismo, reitera que en saliente dolido se cre6 en 1978 el
Programa de Cruce Dirigido (Procruza) para preferir grey de cuajada y de rendija en
todos los grados de sangre. Por sub sucursal de la ABC (Asociacion Brasilefia de
Criadores), la Asociacion de los Criadores ganaderos de Leche del Triangulo
Mineiro y Alto Paranaiba (Assoleite) cuadro el espécimen encargado de hacer el
Procruza. En 1988, el Ministerio de Agricultura determiné el cese del Procruza, y en
1989 la Assoleite obtuvo el examen aqui al Ministerio y comenzo a transportar el
widget (NORAE) de alineamiento de la Raza Girolando, pasando a organismo
denominada Asociacion Nacional de Criadores de Girolando. En 1996, con la
oficializacion de la cuna Girolando, la agrupacion pas6 a organismo indicacion
Asociacion Brasilefia de Criadores de Girolando (Girolando), con lugar en Uberaba,

Minas Gerais.



2.2. Bases teoricas

La criopreservacion de esperma es una importante biotecnologia
reproductiva que tiene como objetivo preservar el germoplasma del macho por un
periodo de tiempo indefinido.

Esta biotecnologia, combinada con la inseminacion artificial, representa un
mecanismo eficaz para la promocion y difusiéon de material genético de la mas alta
calidad.

La criopreservacion de esperma permite al productor ahorrar al reducir los
costos de alimentacion y transporte de los érganos reproductores, asi como los
riesgos Se reduce la transmision de enfermedades de transmision sexual (Castelo
y col 2008).

Castro y col (2009) estudiaron la viabilidad de espermatozoides de toros
colectados del epididimo, refrigerados a 4 °C, 24 horas posteriormente de la filantropia
y encontraron resultados similares al de semen eyaculado. La media de la motilidad y

del hincapié espermatico fue 60,2% y 3,1 respectivamente.

El guardia medio de espermatozoides colectados del pegamento de los
epididimos fue de 1,7 x 109, siendo el nadie de 0,26 x 109 y el decisivo de 4,2 x 109.
En cuanto a la morfologia se obtuvo una media de 68,9% de espermatozoides
normales, siendo el nadie de 31,5% y el decisivo de 89,3%, donde la generalidad de
los defectos fueron gotas citoplasmaticas distales. Aunque quia cuadro el neutro del
estudio, los autores congelaron los espermatozoides obtenidos de los 4 epididimos (2
toros), siendo que en 2 epididimos los espermatozoides fueron colectados a las 6

horas y las repeticiones restantes, a las 24 horas de la filantropia.

En naciente andlisis, los espermatozoides congelados 6 horas posteriormente
de la filantropia se mantuvieron viables posteriormente de la descongelacién (motilidad

y hincapié espermético de 50% y 3 respectivamente).



Sin embargo, para los espermatozoides colectados 24 horas posteriormente del

filantropia los resultados fueron inferiores, con una motilidad de 10% e hincapié

Es prominente incluso mentar que interiormente de la viabilidad post-
descongelacion, la motilidad es considerada como el criterio mas prominente en el
justiprecio de la fertilidad. EI meta de su fama es delimitar la armonia de
espermatozoides méviles y la armonia de los que se mueven progresivamente. La
motilidad del espermatozoide es un dato culminante en el desarrollo de interaccion de
los gametos, progresivas reflexivo lesiones celulares que pueden rebajar las

preparaciones de fecundacion. (Armenjares, 2013)

(Armenjares, 2013) También menciona que el porcentaje de motilidad
progresiva y viabilidad se determina inmediatamente después de la descongelacion
del esperma y después de 2 horas de incubacion a 36°C mediante una prueba de

resistencia al calor.

El esperma recién descongelado de buena calidad normalmente contiene entre
un 40% y un 50% de espermatozoides con motilidad y energia progresivas 3-4.
Después de 2 horas de incubacion, estos valores suelen disminuir entre un 10-15% o
1 punto. Los estandares minimos de movilidad los establece el Departamento de

Medicina y Teriogenologia del Rodeo de la Universidad de Saskatchewan, Canada.
Es decir:
0 horas = 25% de espermatozoides con motilidad progresiva. Energia 3.

2 horas = 15% espermatozoides con motilidad progresiva. Potencia 2.

La dosis de fecundacion debe contener al menos 8 millones de
espermatozoides con motilidad progresiva. Este nUmero puede reducirse a 6 millones
si los espermatozoides contienen mas del 30% de espermatozoides con motilidad

progresiva y la frecuencia de anomalias es inferior al 25%.



El acrosoma es el revestimiento interno de la cabeza del espermatozoide y su
funcidén principal es penetrar la cabeza del espermatozoide. La membrana del évulo lo

penetra y juega un papel fundamental en la fecundacion.

El defecto puede ser la ausencia del casquete acrosomico o su pérdida parcial.
Se espera que al menos el 50% de los espermatozoides tengan los acrosomas intactos

después de la descongelacion y el 35% después de 2 horas de incubacion.

Las anomalias de la morfologia de los espermatozoides generalmente se
dividen en primarias y secundarias. Los defectos primarios son aquellos que surgen
en los testiculos durante la espermatogénesis y los defectos secundarios son los que
surgen en el epididimo. Esta definicién se refiere al origen, no a la gravedad. Es un

error creer que los defectos primarios son mas graves que los secundarios.

Un numero de 100 celdas es suficiente a menos que haya problemas graves. Con una
gran cantidad de defectos en los espermatozoides, se deben contar hasta 500 células
para obtener un espermograma preciso. (Lucumi, 2019)

Para que la eventualidad taza de la I.A. sea cero, el semen pasivo rondar vago
de todo representante patdgeno transmisible. Este deberia espécimen el primer criterio
de especie requerido por los compradores de semen, o que un montén eminente de
enfermedades pueden espécimen transmitidas por esta via, tales como: Rinotraqueitis
infecciosa bovina (IBR), Diarrea Viral Bovina/Enfermedad de las Mucosas (BVD),
Brucelosis, Leptospirosis, Campylobacteriosis, = Trichomonosis, Histofilosis,

Clamidiasis, entre otras.

En cuanto a la especie bacteriol6gica del semen, es habitual que existen
microorganismos banales en el éter clima donde se encuentran los toros dadores que

pueden desempefnarse (NORAE) como potenciales contaminantes del mismo.



El entorno actual, caracterizada por un ingreso competencia, hace que cada
Centro de I.A. quiera apropiarse el critico pertenencias de sus reproductores, sacando

veterano monton de dosis de cada eyaculado. (Cambindo, 2017 )

Esto suele observarse en semen de toros lecheros de alto valor genético,
donde el recuento de espermatozoides por dosis se ajusta en funcion de los datos de

recaida que reciben periédicamente los centros.

Cabe sefalar que la valoracién del porcentaje de espermatozoides con
motilidad progresiva es subjetiva. Sin embargo, una evaluacién realizada por personas
con experiencia es de gran valor ya que la informacion se proporciona de inmediato,
lo cual es un método rentable y facil de implementar. La llegada de los sistemas de
digitalizacién de imagenes asistidos por ordenador ha abierto un nuevo campo en el

estudio de la motilidad de los espermatozoides.. (Parvoni, 2020 ).

Estos sistemas, que han automatizado y simplificado el proceso, son usados
actualmente en centros de investigacion en andrologia y centros de reproduccién
asistida. (Parvoni, 2020 )

También podemos mencionar las siguientes caracteristicas de motilidad del
semen bovino congelado: La motilidad masiva (4x o 10x) se muestra de la siguiente
manera: El semen muy bueno tiene llamativas ondas oscuras con movimiento rapido;
los buenos espermatozoides tienen menos ondas oscuras con movimientos
moderados; El modelo normal tiene ondas distintas con muy poco movimiento, pero el
modelo pobre no tiene ondas y los espermatozoides se observan inmoviles. La
movilidad individual (aumento de microscopio de 400x) es muy buena: mas del 80%;
bueno — mas del 60%; normal — mas del 40% y pobre. (Colmenares, 2019)
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2.2.1. Organos Reproductores del Toro

El sistema reproductor masculino incluye los testiculos, el epididimo y los
conductos deferentes correspondientes a cada testiculo, las glandulas sexuales
accesorias, la uretra distal, el pene, el prepucio y el escroto. Las principales diferencias
entre especies son la presencia y posicion de las glandulas sexuales accesorias, la

posicion de los testiculos y la estructura del pene (Andrade, 2015).

2.2.2. Testiculo

Cada testiculo funciona para causar espermatozoides (deportista exocrino) y
las hormonas sexuales masculinas llamadas andrégenos (deportista endocrino),

siendo la testosterona una de las principales.

Los testiculos melodia 6rganos elipsoides soélidos cuyo equilibrio en

absolutones es equivalente con la masa organica del animal.

Sus caracteristicas generales melodia una cima craneal que esta relacionado
con la lider del epididimo, una cima socorro que esta relacionado con la goma del
epididimo, superficies medial y fronterizo coincidente al campamento que tienen con

respecto al cuerpo, reborde epididimario y reborde libre.

Microscépicamente, presentan un flotador albugineo que es de lienzo conjuntivo
habitual comprimido anormal que encapsula al parénquima testicular, en la
generalidad de las especies se encuentra un lecho vascular en el flotador albugineo.
(Andrade, 2015)

(Andrade, 2015) también menciona que la tdnica albuginea del carnero es
superficial, mientras que la del caballo y el jabali es profunda. Ademas, en un caballo

puede haber fibras musculares lisas y en un carnero el testiculo estd muy empapado.
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En el ganado vacuno, la red testicular esta revestida por epitelio columnar
pseudoestratificado. En el verraco, los bordes apicales de las células de revestimiento
pueden contener vesiculas que se cree que tienen actividad secretora apocrina.
Algunos investigadores creen que las células que recubren estas areas son en realidad

una extension de la poblacion de células de Sertoli del tubulo contorneado.

2.2.3. Epididimo

El epididimo es un 6rgano alargado que consta de numerosas vueltas del
conducto epididimo. Se adhiere a uno de los bordes del testiculo y puede expandirse

ligeramente hacia los dos extremos o polos del testiculo.

(Cardenas, 2017)

Se divide en tres partes: la cabeza, que esta unida a la capsula testicular y
recibe los conductos eferentes que se unen para formar el conducto epididimo en el
gue maduran los espermatozoides, y el cuerpo, que esta menos adherido a la
superficie y forma un espacio. La Cola estd conectada al testiculo, un ligamento
llamado propiamente testiculo, en esta cola el diametro disminuye y se forman los

conductos deferentes (Cardenas, 2017 ).

2.2.4. Conducto deferente

El ducto deferente es la continuacion del ducto epididimario y es tortuoso en su
inicio, para después tener un trayecto rectilineo. Este ducto corre medial al epididimo
conforme se dirige a los vasos sanguineos testiculares para formar el cordon testicular
0 espermatico que atraviesa el canal inguinal, punto en el cual el ducto gira caudo
medialmente para pasar ventral al uréter antes de alcanzar la cara dorsal de la vejiga
y atraviesa la préstata antes de entrar a la uretra. En algunas especies el tramo situado
sobre la vejiga se ensancha para formar la ampolla del ducto deferente, el cual se une
a la uretra pélvica en el coliculo seminal. MicroscOpicamente, presenta un epitelio de

revestimiento pseudoestratificado cilindrico con estereocilios.
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La lamina propia de la submucosa consiste en tejido conjuntivo ordinario laxo
areolar. Sin embargo, la caracteristica principal es la capa muscular muy gruesa del

organo.

(Cardenas, 2017)

2.2.5. Glandulas genitales accesorias

Las glandulas genitales accesorias estan intimamente relacionadas con la
uretra pélvica y difieren en las distintas especies. Se incluyen la préstata, el ampula

del ducto deferente, la glandula vesicular y la bulbouretral. (Ledesma, 2011 )

2.2.6. Ampula del ducto deferente

La ampolla del ducto deferente es un ensanchamiento provocado por la
proliferacion glandular en la pared del ducto cuya funcion es producir una secrecion
mucoide y viscosa, rica en carbohidratos, que se adiciona al liquido seminal.
(Ledesma, 2011)

(Ledesma, 2011 ) también menciona que todos los mamiferos domésticos
existen glandulas tubuloalveolares ramificadas simples en la lamina propia-submucosa

de la porcién terminal del ducto.

2.2.7. Glandula vesicular

La glandula vesicular es par y se localiza en la superficie dorsolateral del cuello

de la vejiga. Esta ausente en los depredadores.

En caballos y rumiantes, el conducto excretor se conecta a la parte terminal del
conducto deferente y forma el conducto eyaculador. Esta disposicion se puede
observar en los cerdos, pero el conducto y el conducto deferente normalmente

desembocan en la uretra de forma independiente uno del otro.
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Descrito microscopicamente como una glandula tubuloalveolar exocrina
multicelular. Las secreciones ricas en fructosa sirven como fuente de energia para los

espermatozoides eyaculados. (Ledesma, 2011 )

2.2.8. Glandula bulbouretral

La glandula bulbouretral es par y estd presente en todos los mamiferos

domésticos, excepto en el perro.

Se ubica en la superficie dorsal de la parte caudal de la uretra pélvica cerca del
bulbo del pene. En el cerdo consta de dos estructuras grandes de forma cilindrica.
(Landivar, 2021)

En otros mamiferos domésticos son casi esféricos. Tanto la glandula derecha
como la izquierda tienen un conducto (excepto en el caballo, donde cada glandula
tiene multiples conductos).

Microscépicamente, su estroma esta representado por una capsula de tejido conectivo
denso, regular y de forma irregular, intercalada con fibras musculares lisas y estriadas
del esqueleto. Aqui es donde se forman las trabéculas que separan el parénquima
glandular. Las glandulas estan rodeadas externamente por musculo esquelético
estriado, que corresponde al musculo del bulbo glandular. El parénquima esta

representado por glandulas alveolares tubulares complejas. (Landivar, 2021)

2.2.9. Pene

El pene es un 6rgano copulador y esta muy especializado en los mamiferos
domeésticos. Comienza en el isquion y se extiende con su extremo libre hasta el glande,
rodea la parte terminal de la uretra y realiza las funciones tanto del sistema
reproductivo como del sistema urinario. El pene de los carnivoros y los caballos es un
musculo cavernoso que requiere un flujo sanguineo significativo para producir una

ereccion. (Cortes, 2012)
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2.2.10. Escroto y prepucio

(Cortes, 2012) También se menciona que el escroto es la capa encargada de
revestir y proteger los testiculos. Consiste en piel, la cubierta que forma la pared
exterior del escroto; es una sutura, que es la linea media visible formada por las
mitades de piel izquierda y derecha del escroto; Tunica dartos es la capa interna de la
pared del escroto, que consiste en tejido conectivo ordinario. En su interior hay un
tabique escrotal que divide y divide la cavidad escrotal en dos compartimentos. El
escroto de cerdos y gatos se encuentra directamente ventral al ano y no cuelga. En
caballos, perros y rumiantes existe un espacio perineal entre el ano y el escroto. Estos

animales tienen el escroto colgante.

2.3. Factores que alteran la calidad seminal.

2.3.1. Estrés

Existen diferentes tipos de estrés ya bullicio que pueden padecer a un cornupeta
en su condicion reproductiva y en personal en la condicion seminal. Hay estrés
caldrico, social, por dieta (farrago ya defecto), entre otros. La superior maquina por
éter del cual el estrés puede encajar nave a una inadecuada condiciébn seminal se
apoyo en la hormona conocida como CRH —dato salvador de la hormona corticotropa

(ACTH)—, el cual desencadena la cascada del estrés con accion.

El CRH es secretado a altura hipotalamico, luego en situaciones estresantes
asimismo es producido por las células intersticiales ya de Leydig a altura testicular
(iniciado por Serotoninas), actuando en los receptores en la laminilla de las células de
Leydig como un retumbante controlador infeliz para la LH cuyos principales receptores
se encuentran en estas células intersticiales, dando nave a un corte por éter de una
proteina kinasa C como respuesta al estrés. Asi se impide la fabricacion de
androgenos por dichas células, recordando el papel central que la testosterona y la

dihidrotestosterona ejercen a altura del espermatogénesis. (Marcillo, 2011)
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(Marcillo, 2011 ) También menciona que vencedor células de Sertoli, en su obra
de moldeadoras y activadoras de las células primordiales (Espermatogonias en
adelante,) requieren como hormonas de incentivo punto la hormona FSH como los
andrégenos mencionados. En riesgo de que algo de saliente maquina falle, la

consecuencia se ve reflejada en la brazado y especie de espermatozoides producidos.

Concomitante a esta situacion, CRF estimula la extraccién por las células de
Leydig de R-endorfinas las cuales a través de una maquina paracrino bloquean la
extraccion de receptores de las células de Sertoli para la batalla de FSH, impidiendo
gue estas ejerzan su concierto durante la espermatogenesis y dando recinto a una

merma en la extraccion espermatica.

Mecanismo semejante al que ocurre en toros que viven en paises de estaciones

y que es influenciado por la redundancia luminica.
2.3.1. Otros

Dentro de la clasificacion de otros factores que podrian afectar la calidad del
semen se debe incluir el sistema de colecta, métodos de criopreservacion del mismo,

entre otros. (Marcillo, 2011)

2.4. Fisiologia del aparato reproductor del toro

2.4.1. Endocrinologia de lareproduccion en el macho

El desarrollo del aparato reproductor masculino y sus caracteristicas sexuales

secundarias depende de los andrégenos.

Para el pleno desarrollo del fenotipo masculino se requieren enzimas que

catalizan la conversion del colesterol en testosterona y 52-DHT. (Bazconcelos, 2019)
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El proceso reproductivo implica la participacion de numerosas hormonas,
hipotalamicas, que incitan y regulan la secrecién, hipofisiarias que estimulan la
liberacibn de gametos y secrecion de hormonas gonadales, placentarias que
intervienen en la gestacion. Dentro de las hormonas hipofisiarias hay liberadoras e
inhibidoras siendo las liberadoras las siguientes: hormona liberadora tirotropica,
corticotropica, prolactina, oxitocina y vasopersina, y hormona liberadora de la hormona

liberadora del crecimiento.

Las hormonas inhibidoras son: hormona inhibidora de la prolactina, de los
melanocitos y de la STH. Se describe la accién y el mecanismo por el cual las
hormonas desempefian su papel en el organismo, la descripcion quimica y los
diferentes mecanismos de secrecion. Se describen también otros tipos de hormonas
sintéticas que se han encontrado como son los estrogenos: hexoestrol, dienoestrol,
zeranol. Se describen los factores que afectan la accion hormonal, el control endocrino
de la espermatogenesis y los efectos biolégicos de algunas hormonas.

(Bazconcelos, 2019)

2.4.1. Testiculos y su morfologia.

Una membrana de tejido conectivo, la tinica albuginea, rodea cada testiculo y
consta de tubos seminiferos y tejido intersticial. Los conductos deferentes convergen
en la red testicular, que se comunica con el epididimo a través de los conductos.

La pared de los conductos de los espermatozoides contiene células germinales

y células de Sertoli. (Bazconcelos, 2019)

2.4.2. Testiculos

Las células de Sertoli suministran nutrientes y otros elementos a las células germinales
(ABF), producen estrogenos e inhibina. Las espermatidas se liberan en la luz de la MT,
pasan a la red testicular y luego al epididimo, donde los espermatozoides se depositan
en la cola. En el espacio entre la MT se encuentran las células de Leydig, que son la
fuente de andrégenos en los testiculos. ( Bazconcelos, 2019)
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2.4.3. Espermatogénesis

» Espermatocitogénesis — espermiogénesis

* Meiosis: 2nan

* Continua desde la pubertad en adelante

* Duracién: aproximadamente 50-60 dias

» Ubicacion: tubo seminifero

Maduracion: epididimo (fertilizacion y motilidad) (Bazconcelos, 2019)

2.4.4. Morfologia espermatica

Se considera que el espermatozoide es la célula mas especializada de todas. A
lo largo de la evolucion, se ha diferenciado de otros tipos de células. La peculiaridad
de la presencia de una cabeza que contiene informacién gendmica, una seccién media
con mitocondrias que brindan motilidad al flagelo, son caracteristicas que brindan
diversidad morfologica entre especies; No todos los espermatozoides son iguales y no
todos realizan simultaneamente aprendizaje y reacciones acrosémicas en el aparato

reproductor femenino. (Saldivar P., 2018)

2.4.5. Espermatogénesis

Las células sexuales se producen en los testiculos mediante un proceso
continuo de divisiones mitéticas que conduce a la formacion de espermatogonias. La
espermatogénesis es el desarrollo y transformacién de las células de los gametos

masculinos.
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El ciclo espermatogénico consta de tres fases:

1. Espermatocitogénesis, que consiste en sucesivas

divisiones mitéticas de las espermatogonias con formacién de espermatocitos

primarios.

2. Meiosis, que consiste en la division meiotica de

espermatocitos primarios, a partir de los cuales se forman los espermatocitos

secundarios, y luego

espermatidas.

3. Espermiogénesis — diferenciacion morfoldgica y fisiolégica. (Sanchez, 2011)

Durante la espermiogénesis, el centriolo produce el flagelo del espermatozoide,
aqui las mitocondrias se encuentran y se asientan en la base del nucleo para formar
parte de la seccion media, el aparato de Golgi da lugar a la vesicula acrosémica, el

resto del citoplasma se elimina y el ndcleo se condensa.

Una vez completado el proceso de espermiogénesis, los espermatozoides son
liberados a la luz de los tubulos seminiferos en el proceso llamado espermiacion y
transportados hasta el epididimo, donde alcanzan la maduracién necesaria para

adquirir la capacidad de fecundar un évulo. (Gilbert, 2005 )

2.4.6. Morfologia Espermatica

Un espermatozoide normal en diferentes especies animales como conejo, cerdo
y borrego suele tener una apariencia simétrica con cabeza oval de contorno regular y
gue al tefiirlo se observan zonas bien definidas como: zona acrosémica que cubre mas
de la tercera parte de la cabeza y la sub acrosémica que cubre el resto de la cabeza.
(Vargas, 2018)
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(vargas, 2018) También menciona que la pieza intermedia es recta y de
contorno regular. Se halla alineada con el eje longitudinal de la cabeza y mide de 7 a
8 um de longitud. La cola es unica, delgada, no enrollada y de contorno irregular, tiene

una longitud de 45 a 60 pm.

2.4.7. Anormalidades Morfolbgicas

El estudio de la morfologia espermética ha tenido gran importancia al
proporcionarnos pardmetros que nos permiten lograr una adecuada eleccion de
espermatozoides que garanticen resultados exitosos en tratamientos de reproduccion
asistida. (Mendoza, 2018)

La morfologia del esperma es uno de los pardmetros de seleccibn mas
importantes y se correlaciona con el potencial de fertilidad. Esto indica que la
morfologia anormal de los espermatozoides (teratozoospermia) puede afectar
radicalmente la fertilizacion, el desarrollo embrionario y la implantacion. (Mendoza,
2018)

Se han publicado varios criterios para evaluar la morfologia del esperma. A los
efectos de esta guia, se propone dividirlos en dos partes: primarias, cuando reflejan
anomalias que ocurren en el testiculo, y secundarias, cuando ocurren durante el
transporte. a través del sistema de conductos o si surgen por errores en el
procesamiento de los espermatozoides desde el momento del registro. (Mendoza,
2018)

2.4.8. Fisiologia Espermatica

En los espermatozoides de los mamiferos, la adquisicion de la capacidad de
fertilizacion requiere la ocurrencia de tres procesos fisioldgicos: la maduracion del

epididimo, el aprendizaje y la respuesta acrosdmica.
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La maduracion de los espermatozoides se produce durante el paso a traveés del
epididimo. Una vez que los espermatozoides son transportados al epididimo y viajan
a través de la cabeza y el cuerpo hasta llegar a la cola del epididimo, se consideran
tan maduros como los eyaculados y potencialmente fértiles. La capacitacion y la
reaccion acrosomica ocurren después de que los espermatozoides se eyaculan en el

tracto reproductivo femenino y se transportan a las trompas de Falopio.

(Casierra, 2012)

Sin embargo, a diferencia de los espermatozoides de eyaculado, los
espermatozoides de epididimo no tienen componentes adquiridos del plasma seminal
gue pudieran modificar las caracteristicas estructurales de la membrana plasmatica.
Estas diferencias confieren cierta ventaja, en cuanto al tempo necesario para alcanzar
la capacitacion, a los espermatozoides de cola de epididimo sobre los

espermatozoides de eyaculado. Dicha ventaja prosigue durante la reaccion acrosomal.

(Martinez F. S., 2019)

2.4.9. Evaluacién seminal

Con la evaluacion seminal se pueden conocer las principales caracteristicas
como son: el volumen, la movilidad y la concentracion, evaluaciones mas detalladas
deberian considerar la morfologia y la proporcién de espermatozoides vivos y muertos.
(Marquenioni, 2017)
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Hoy en dia, para el examen microscopico de los espermatozoides existen
métodos asistidos por ordenador como el analisis de semen asistido por ordenador (en
casa), cuyos resultados, aunque costosos, no dependen de la experiencia del
especialista.

El equipo consta de un microscopio de contraste de fases, una camara de video
de alta resolucién conectada a un monitor, una grabadora de video, una computadora
y un software de andlisis de esperma asociado que puede medir la motilidad, la
concentracion y la morfologia. (Escalante, 2016 )

(Granados, 2019 ) menciona que las principales pruebas que se suelen realizar en la

evaluacion microscépica son las siguientes:

2.4.9. Evaluacion macroscopica

Los indicadores visibles para el evaluador se determinan utilizando los criterios para

cada indicador:

2.4.9.1. Tiempo de licuefaccién

Para esto se conoce el tiempo de captura del eyaculado. A su llegada al laboratorio

sera valorado inmediatamente.

2.5. Color del eyaculado

Una vez recogido el eyaculado, se examina a través de un tubo transparente y se

puede valorar su apariencia o color. Los colores mas comunes son:

* Amarillentos. * Crema. * Gris.
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Ph

Se coloca una gota de eyaculado en una tira reactiva (Bili-Latetix Bayer), se
absorbe y cambia de color. Luego, la tira se compara con el estandar contenido en el
paquete de tiras para realizar una medicion y determinar el pH. Valor de eyaculacion
(el valor de esperma correspondiente esta entre 5,3 y 7,8 para la mayoria de los
mamiferos). (Castillo, 2019)

2.6. Evaluacion microscopica

Los indicadores determinados son: movilidad, morfologia, concentracion y viabilidad.

2.6.1. Estimaciéon de movilidad masiva.

La motilidad masiva se define como el movimiento de vértice de todos los
espermatozoides en una muestra. Normalmente, la movilidad de masas se evalla
subjetivamente en una escala de 0 a 5, con un valor de 5 cuando se observan ondas.
(Espinosa, 2019)

2.6.2. Progresiva

La prueba de motilidad es una de las pruebas mas utilizadas para estimar la
calidad del esperma. La evaluacion requiere el uso de un microscopio 6ptico o
compuesto convencional con objetivos de 10x y 40x (aumentos) y es importante
mantener la temperatura de los espermatozoides a examinar y del material a utilizar
dentro de los 30°. (Jarillo, 2019)
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La movilidad puede clasificarse como:

. Muy buena: cuando el 80 — 100 % de espermatozoides presentan movilidad
progresiva.
. Buena: cuando el 60 - 79 % de espermatozoides presentan movilidad
progresiva.
. Regular: cuando el 40 - 59 % de espermatozoides presentan movilidad
progresiva.

Pobre: cuando menos del 40 % de espermatozoides presentan movilidad progresiva.

(Jarillo, 2019)

2.7. Determinacién de la vitalidad espermatica

2.7.1. Tincién vital

El método mas utilizado para evaluar la vitalidad es la técnica de tincion vital.
Esto permite la diferenciacion de espermatozoides vivos y muertos por la
permeabilidad de la membrana plasmatica a los pigmentos vitales. Por lo tanto, en las
células con una membrana celular en funcionamiento, los tintes no pueden atravesarla,

pero cuando hay un cambio, los tintes pueden ingresar a la célula (Benavides, 2021 )

El método tradicional es la tincion con eosina nigrosina, que también se utiliza

para evaluar anomalias morfologicas.

Este procedimiento muestra una expansién donde las células blancas vivas

aparecen sobre un fondo violeta o estan muertas y son de color rosa. (Diaz M. ,2017 )
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El mayor inconveniente que presenta el uso de la eosina-nigrosina es que, al
ser un colorante hipoténico que se afiade a una muestra que no ha sido fijada
guimicamente, puede producir morfologias anormales en los espermatozoides,

especialmente defectos en la cola.. (Diaz M. , 2017 )

2.7.2. Semen congelado in vitro

El proceso de enfriamiento se puede utilizar como método de almacenamiento
a corto plazo. Esto requiere un medio adecuado, que normalmente consiste en un
tampon, sal, azlcar y una sustancia que proteja la conserva de las caidas de

temperatura, como la yema de huevo.

La principal diferencia con los medios de criopreservacion es el uso de un
crioprotector que reduce la temperatura por debajo de 196 °C para evitar dafios

celulares al descongelar la muestra.

El uso de semen congelado en la inseminaciéon artificial tiene importantes
beneficios para la cria de animales, ya que favorece el comercio nacional e
internacional de razas y lineas genéticas, la creacion de bancos de germoplasma,
santuarios genéticos y la conservacion de especies amenazadas y en peligro de

extincion. (Carcelen, 2010)

La conservacion de las estructuras espermaticas y de su capacidad fertilizante
exige la reduccion o interrupcion reversible del metabolismo celular. Esto se consigue
mediante el uso de diluyentes y la refrigeracion o congelacion que deprimen el

metabolismo. (Carcelen, 2010)

25



2.7.3. Criopreservacion

La tecnologia de criopreservaciéon de esperma se ha desarrollado durante
aproximadamente 50 afios.Las diferencias fisioldgicas en los espermatozoides entre
especies e incluso entre individuos siguen siendo una cuestion abierta y, a pesar de
los esfuerzos en el campo de la criopreservacion de espermatozoides, existen pocas

técnicas que permitan altas tasas de supervivencia. (Aguilar, 2018)

En este caso, se trata de una adicion a un programa de conservacion mas
integral, donde la criopreservacion de material genético brinda seguridad en caso de
desastre o cuando surgen problemas genéticos como resultado de la acumulacion de

genes recesivos dafinos. (Aguilar, 2018)

2.7.4. Vitrificacion

La vitrificacion es un método de criopreservacion ultrarrapido que expone
directamente las células al nitrégeno liquido o su vapor, evitando la cristalizacion del
agua intracelular y el criodafio. Este método no utiliza crioprotectores sistémicos, que
pueden presentar riesgos mutagénicos. Este método se realiza sobre
espermatozoides obtenidos mediante seleccién de espermatozoides, lo que garantiza
una alta motilidad y la ausencia de plasma seminal reduce el riesgo de infeccién viral

y bacteriana. (Belmonte, 2013)

2.8. Mecanismo de accién de los componentes de los diluyentes

Los crioprotectores son sustancias hidrosolubles y de baja toxicidad que bajan
el punto eutéctico (punto de congelacién) de determinadas soluciones (Garcia y Vila,
1984), previniendo el estrés osmotico. (Benavides R. , 2020 )
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Reducir el punto eutéctico significa que la concentracibn maxima del soluto se
logra a una temperatura mas baja, aumentando asi la deshidratacion de los
espermatozoides y exponiéndolos a menos estrés osmoético. De esta forma, los
crioprotectores previenen la formacién de hielo intracelular debido al aumento de la

deshidratacion celular.

Los crioprotectores también se pueden clasificar en ingredientes activos

permeables y no permeables seguin su permeabilidad celular. (Benavides R. , 2020 )

2.9. Efectos de la criopreservaciéon sobre morfologia y funcionalidad

espermatica.

La criopreservacion reduce la viabilidad de los espermatozoides a través de cambios
bioquimicos y estructurales, particularmente en la membrana plasmatica debido al
estrés osmotico ejercido por las células a través de procesos de deshidratacion,

deformacion de la membrana y formacion de cristales de hielo. (Alcivar, 2021)

Los efectos de la criopreservacion en los espermatozoides incluyen el "choque
térmico”, que implica la respuesta de los espermatozoides a una caida de temperatura.
El dafio varia desde la alteracion mecanica de las membranas celulares por cristales
de hielo hasta el dafio molecular (fragmentacion del ADN, degeneracion del acrosoma,
dafio mitocondrial) y el desequilibrio osmético debido a cambios en la permeabilidad.
Diversos tipos de dafios como térmicos, mecanicos, quimicos y osmoticos. Esto
incluye la adicion de crioprotectores antes de la congelacién, cambios en el volumen
celular, contraccién e hinchazén de las membranas en respuesta a soluciones
crioprotectoras hipertonicas, transiciones de fase de los fosfolipidos de las membranas
y pérdida de hielo extracelular que conduce a un aumento de la formacién de solutos
y, por tanto, a un aumento de la formacion de solutos. presion osmotica que conduce
a la pérdida de agua celular (deshidratacion) y formacion de hielo intracelular que

provoca la alteracion del citoesqueleto. (Alcivar, 2021 )
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(Alcivar, 2021 ) También se ha observado que una disminucion de la
temperatura de 25 °C a 10 °C aumenta la actividad de las bombas dependientes de
ATP3, favoreciendo la difusién o el cotransporte (dependiendo de uno de los ATP3 se
transportan dos moléculas simultaneamente). y/o iones H+). Por tanto, los procesos

de difusion y 6smosis se vuelven dominantes en momentos de estrés osmotico.

Hay otros dafios que ocurren a nivel estructural durante la criopreservacion,
como cambios en las mitocondrias y la fluidez de la membrana, que promueven la
liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y cambios en el potencial de
membrana. De manera similar, el peroxido de hidrégeno (H202), el 6xido nitrico (NO)
y el anion superoxido (O2) tienen efectos positivos sobre la sefializacion intracelular,
el rendimiento de los espermatozoides y la reaccion acrosémica. En cantidades
adecuadas, estas moléculas desempefian funciones importantes en la fisiologia del
esperma, pero en concentraciones elevadas, la toxicidad asociada con la inactivacion
de proteinas mediante ionizacion, peroxidacion lipidica y dafio al ADN perjudica la

capacitacion y los espermatozoides. Las reacciones fisicas son dafiinas.(Alcivar, 2021

)

2.10. Caracteristicas del diluyente

Un diluyente es un medio compuesto por multiples sustancias que realizan
diferentes funciones, tales como: B. Preservacion del semen previo a la

criopreservacion, tampones para ajustar el pH, nutrientes y antibidticos.

El sistema tampOn es una sustancia responsable de mantener el equilibrio del
pH de los espermatozoides, ya que el metabolismo de los espermatozoides libera
catabolitos toxicos que producen acido lactico, reduciendo asi la viabilidad de otros
espermatozoides. Las sustancias tampodn contenidas en el diluyente mantienen el pH
entre 6,9y 7,1.
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Los crioprotectores son sustancias que protegen los espermatozoides de la
congelacion. Existen crioprotectores intracelulares y extracelulares. Los
crioprotectores extracelulares provocan una rapida deshidratacion de los
espermatozoides. Los mas comunes son la sacarosa, la dextrosa, la glucosa y el
dextrano. (Landivar M. , 2021)

(Landivar M., 2021 ) Tambien menciona que como entidad nutritiva se deje del
renuevo de zigoto y leche, la cual contiene lecitina (fosfatidilcolina), que parece
matricular la telilla mediante la gastronomia de fosfolipidos celulares perdidos .

Investigaciones realizadas con semen congelado, determinaron la publico de
bacterias principalmente mesofilos e incluso coliformes ,y encima la fitotomia
bacteriana del enseres espermatico en bovinos se han opuesto microorganismos
patdogenos como Actinomyces pyogenes bovis, Staphylococus aureus, Streptococcus
(grupos A y D de Lancefield), Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa; con viejo
frecuencia bacterias saprofitas de varios géneros y especies .Los hallazgos nunca
presentan aviso en el vencimiento de la inseminacion cursi cabal al explotacion de

antibioticos que se adicionan al diluyente.

2.11. Diluyentes mas comunes utilizados en la biotecnologia

2.11.1. AndroMed®

Es un concentrado estéril para la produccién de diluyente de eyaculado bovino
sin yema de huevo. Se utiliza para congelar el esperma y mantenerlo fresco. Cada
frasco de AndroMed® contiene 200 ml de concentrado para producir 1000 ml de
diluyente listo para usar. El contenido de antibi6ticos corresponde a la norma de la UE:
norma UE 88/407.

Contiene: fosfolipidos, TRIS, acido citrico, azlcar, antioxidantes, tampones,

glicerina, antibidticos y agua ultrapura. (Villalba, 2020 )
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2.11.2. Triladyl®

Esta es una concentracion estéril para la preparacion de un diluyente de yema
de huevo para la congelacién de semen bovino en un solo paso. Cada botella de
Triladil® contiene 250 g de concentrado para producir 1250 g de diluyente listo para
usar. El contenido de antibioticos varia desde una dilucion de 1:8 (1 parte de esperma

por 8 partes de diluyente) hasta el estandar de la UE: estandar de la UE 88/407.

Contiene: TRIS, acido citrico, azucar, tampdn, glicerina, antibidticos y agua

extremadamente pura.

Cada 100 ml de dilucion preparada contiene (unidades activas): tilosina 5,7 mg,
gentamicina 28,6 mg, espectinomicina 34,3 mg y lincomicina 17,2 mg. Por ejemplo,
100 ml de semen diluido a partir de una dilucion 1:8 contienen la siguiente
concentracion de antibiéticos: tilosina 5,0 mg, gentamicina 25,0 mg, espectinomicina
30,0 mg y lincomicina 15,0 mg (25). (Villalba, 2020 )

2.12. El uso de trehalosa para la conservacién de semen

Existe una gran cantidad de estudios sobre el efecto crioprotector de la
trehalosa sobre la viabilidad del esperma en ovejas, mientras que hay menos estudios
disponibles en ganado vacuno. La importancia de la trehalosa radica en que es un
crioprotector no permanente que protege la estructura de las membranas de los
espermatozoides del estrés oxidativo y del dafio causado por el shock de frio que se

produce cuando baja la temperatura. (Iturralde, 2021 )

Segun la trehalosa, tiene la propiedad de interactuar con los lipidos de la membrana y
limitar asi la transicion de fase. El gran efecto crioprotector de este azlcar es que tiene
un efecto estabilizador de membranas, lo que significa que sufre menos cambios de
temperatura. (Villalba, 2020 )
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2.13. Protocolo de congelacion

La congelacion de los espermatozoides se realizd utilizando un diluyente
comercial (Triladyl, Minitibe, Alemania), que se diluy6 a 1:1:3 (V:V) de Triladyl, con
yema de huevo y agua bidestilada, respectivamente.

La cantidad de diluyente que se adicioné al eyaculado fue para obtener una
concentracion final de 50X106 espermatozoides/mL. Posteriormente, el semen diluido
se enfrié lentamente durante 2 h hasta llegar a 5°C y se mantuvo a esta temperatura
durante 2 h mas, para luego envasarlo en pajillas de 0.5 mL. (lturralde, 2021)

2.14. Protocolo de vitrificacion

Para la vitrificacion, el semen se centrifug6 a 1000 g durante 3,5 min y luego se
resuspendid6 en medio TEST a base de: N-[Tris-(hidroximetil)-metil]-2-amino—
etanosulfénico acido 210,6 mM, Hidroxi-metilaminometano 95,8 mM, D-glucosal0,1
mM, suplementado con 6 % de yema de huevo y 0,1 M de sacarosa para obtener una

concentracion de 50x106 espermatozoides/mL. (Gallegos, 2021 )

Esta suspension se refrigeré por 30 min. Para el proceso de vitrificacion, se
formaron gotas de 60 uL y se agregaron directamente a NL2. Para su conservacion se

colocaron dos gotas vitrificadas en un criotubo (Nunc®) el cual se sumergio en NL2.

(Gallegos, 2021)

2.15. Protocolo de descongelacion y calentamiento

(Gallegos, 2021) También se menciona que la descongelacion se realizo a 37
°C durante 45 segundos . El calentamiento del esperma vitrificado se llevé a cabo

como se describe con cargas ligeras.
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2.16. Evaluacion de la calidad del semen

Las caracteristicas seminales que se deben evaluar son:

2.16.1. Volumen

El talento de obtencion de semen por gramo de tela testicular (Produccion Diaria
de Espermatozoides, PDE) esta bruscamente correlacionada con la circunferencia

escrotal en toros jovenes.

En los toros que estdn sometidos a un régimen alterno de florilegio de semen,
el corpulencia y la agrupamiento espermatica melodia indicadores de la talento para
provocar espermatozoides y le permiten a los centros de inseminacion artificial (1A)

monitorear la interpretacion testicular de los mismos. (Cardona, 2020 )

2.16.2. Densidad

La densidad puede clasificarse de la posterior forma:

e Muy buena (MB): semen cremoso, granular con 750 a 1,000 millones de

espermatozoides/ml ora mas

* Buena (B): semen cande con 400 a 750 millones de espermatozoides/ml

» Suficiente (S): semen parecido a cuajo descremada con 250 a 400 millones de

espermatozoides/ml

* Pobre (P): semen translucido con aparte de 250 millones de espermatozoides/ml

En esta repeticion ultimos métodos, la corpulencia y el agrupamiento podrian
en absolutones individuo representativos del talento general de un corndpeta para
provocar espermatozoides; sin embargo, con una buena técnica, es asequible

apoderarse eyaculados limpios con buen agrupamiento. . (Cardenas A., 2019)
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2.17. Motilidad

2.17.1. Motilidad o movimiento en masa

Se coloca una menudencia de semen de 5 mm de secante sobre un
portaobjetos precalentado, y se observa el acto en aluvion de los espermatozoides
usando microscopia de labrantio claro, el diafragma de labrantio cerrado y con

magnificacion de 40x. (Cardenas A., 2019)

(Cardenas A., 2019 ) También afirma que los factores que influyen en el flujo
de espermatozoides son la concentracion, la proporcién de células con flujo lento y la
velocidad/redundancia del flujo de espermatozoides. Si mas de estos factores se ven

afectados, el aumento disminuira.

Calificaciones descriptivas para el método del aluvion:

* Muy Bueno (MB): Remolinos oscuros y rapidos.

* Bueno (B): remolino lento

* Regular ®: No se producen voértices a pesar de la influencia indiferente de las

células individuales.

* Pobre (P): la actividad celular individual es minima o esta ausente.

movilidad individual

» Coloque un grupo de espermatozoides de 5 a 7 ul en un portaobjetos fresco
precalentado, cree un papel secante de aproximadamente 3 a 5 mm y cubralo con

una membrana cubreobjetos.
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* La cantidad de semillas utilizadas para el método de evaluacion (5 o 7 yL) depende
de la cantidad de cubreobjetos seleccionados por el usuario (cubreobjetos de 18 x 18

mm 0 22 x 22 mm).

» La notificacion es observada con microscopia de antitesis de circunstancia y con
bulbo de 200 - 400x, determinando el proporcion de células espermaticas con acto

paulatino lineal.

* Si el semen esta muy concentrado, la muestra puede diluirse con un tampon o

diluyente de semen antes de colocar un cubreobjetos.

» Calificacién descriptiva motriz individual:

* Muy bueno (MB): 80-100% con motricidad progresiva

* Bueno (B): 60-79% con motricidad progresiva

* Normal ®: 40-59% con motricidad progresiva Habilidades Habilidades

* Pobre (P): <40% con motilidad progresiva

El andlisis visual microscopico de la motilidad progresiva individual tiende a ser
subjetivo, incluso cuando lo realiza personal altamente capacitado, y se vuelve
laborioso cuando es necesario analizar un gran nimero de muestras. Sistemas de

analisis de esperma asistidos por ordenador (CASA). . (Moran, 2019)

2.17.2. Manejo de dilucion de semen

Certified Semen Services (CSS) es una organizacion voluntaria sin fines de
lucro cuya mision es establecer politicas para muchos centros de inseminacion de

ganado de América del Norte. (Moran, 2019 )
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3.1.

CAPITULO IIl.- METODOLOGIA.

Tipo y disefio de investigacion.

Inductiva, deductiva y experimental.

3.2. Operacionalizacion de variables.
Técnicas
Tipo de Tipo de de
variables Variables Definicion medicion e | tratamiento | Resultados
indicador de esperados
investigaci
on
El pH: Evaluar los
normalmente porcentajes
en semen adecuados
fresco de toro de las
el pH oscila Experimental | Cuantitativa diferentes
Dependientes pH entre 6.2y 6.8, razas de
sin embargo, pajuelas.
los diluyentes
utilizados
comercialment
e incrementan
estos valores
entre 6.8y 7.2.

La Evaluar los
concentracion porcentajes
de una pajuela adecuados

Concentra | al momento del de las
Dependientes cion descongelado | Experimental | Cuantitativa | diferentes
espermatic | debe de existir razas de
a un minimo de pajuelas.
10.000.000 de
células motiles
por pajuela.
Evaluar los Evaluar los
porcentajes de porcentajes
Dependientes | Mortalidad | mortalidad al | Experimental | Cuantitativa | adecuados
total momento del de las
descongelamie diferentes
nto de las razas de
pajuelas. pajuelas.
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Indica el Evaluar los
numero de porcentajes
espermatozoid adecuados
Dependientes | Viabilidad es Vivos Experimental | Cuantitativa de las
presentes en diferentes
una pajuela razas de
criopreservada pajuelas.
Comparacion Evaluar los
Independientes | Dosificacio | para observar porcentajes
n de las o evaluar adecuados
dosis sobre la Cuantitativa | Cuantitativa de las
seminales. | dosificiacion diferentes
de 0,25 a 0,50 razas de
ml. pajuelas.

(Mora, 2023)

3.3.

Poblacion y muestra de investigacion.

10 pajuelas, 5 pajuelas de cada toro, con 2 toros de distintas razas: Gyr y Girolando.

3.3.1. Poblacion y muestra

10 pajillas de las razas bovinas Gyr y Girolando.

Las muestras a analizar en este trabajo seran las pajuelas de semen conservado

de las razas de toro, evaluando su motilidad y viabilidad.

3.4.
3.4.1.

Técnicas

Técnicas e instrumentos de medicion.

Para la conservacion del semen se utilizan diluyentes que son soluciones acuosas

gue permiten aumentar el volumen del eyaculado hasta conseguir las dosis

necesarias, preservar las caracteristicas funcionales de las células espermaticas y

mantener el nivel de fertilidad adecuado. Muchos de los diluyentes utilizan la yema

de huevo dentro de sus componentes. Existen varios trabajos que buscan

reemplazar la yema de huevo con sustancias como la lecitina de soya.
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Estudios realizados han mostrado que la lecitina de soya al 1 0 1,5 % puede
reemplazar la yema de huevo.

Actualmente, hay programas como el Computer Assisted Sperm Analysis (CASA),
gue determinan la concentracion, motilidad en masa e individual que ayudan en la
preparacion de semen a congelar con excelentes resultados . El otro parametro a
tener en cuenta es la calidad del diluyente. Son muchos los utilizados con variables
resultados y que buscan la durabilidad del semen en el tiempo con base en la
congelacion o criopreservacion. Phillips investigador Europeo en su trabajo con
diluyentes a base de fosfato sédico, fosfato potasico y yema de huevo, logro
mantener vivos espermatozoides por 18 horas a una temperatura de — 4y —10 °C
(Moran, 2019)

3.4.2. Instrumentos
e Tanque de Nitrogeno con el material seminal
e Pajuelas
e Corta Pajuelas
e Colorantes para tincion : Neosina y Negrosina
e Microscopio.
e Papel higienico o papel secante
e Termo Descongelador
e Termometro
e Tijerasy pinzas
e Portaobjetos
e Cubreobjetos
e Set de micropipetas
e Puntas de micropipetas

e Tubos de Ensayo de 5ml
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3.5. Procesamiento de datos.
Se aplicara una estadistica descriptiva para el analisis de resultados y se empleara
el uso del Excel para representacion de cuadros o tablas para presentar los

resultados de la evaluacion androldgica.

3.6. Aspectos éticos.
Los datos obtenidos se obtendran de forma legal, confiable y estrictamente
apegados a la verdad de los manejos de la ética
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CAPITULO IV.- RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Resultados
4.1.1 pHde semen conservado en pajillas de 0,25 ml de las razas Gyr y Girolando

En esta tabla 1 se muestran los resultados de la evaluacion del semen. del ph de los
pajillas de 0,25 ml evaluadas durante este trabajo experimental, fueron las
siguientes en el Gyr — Jakua Master fue de 6, en el Girolando Dark B fue de 5, en

el Gyr fulminante fue de 7 y en el Girolando Black fue de 5.

Tabla 1.Ph de semen conservado en pajillas de 0,25 ml

Razas PH
Gyr- Jakua master 6
Girolando- Dark B 5
Gyr- fulminate 7
Girolando- Black 5

(Mora, 2023)

Ph de semen conservado en pajillas

6 I I
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Gyr- Jakua master Gyrolando- Dark B Gyr- fulminate Gyrolando- Black
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[

(Mora, 2023)
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(Mora, 2023)

4.1.2 Calidad seminal en bovinos

En esta tabla mostraremos los resultados de la calidad seminal de los resultados,
obtenidos de este trabajo, donde nos menciona que el andlisis de la pajilla del toro
Gyr- Jakua Master fue el mejor con una motilidad masal del 90%, motilidad invidividual
del 90%, Morfologia del 60% y una Viabilidad del 80%.

Tabla 2 Evaluacién microscoépica de pajillas 0,25ml de semen bovino

Motilidad
Razas Motilidad masal individual Morfologia  Viabilidad
Gyr- Jakua master 90% 90% 60% 80%
Gyrolando- Dark B 82% 82% 90% 75%
Gyr- fulminate 75% 75% 80% 85%
Gyrolando- Black 95% 95% 70% 80%

(Mora, 2023)
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llustracion 1

Porcentaje de la motilidad espermatica en
los resultados.

95 a7

@ Jakua Master-Gyr 1 @ Dark Brown - Girolanda 1 Black Bull- Gyr 2
Fulminante- Girolando 2

llustracion 2
Porcentaje de la viahilidad de los resultados

a0 80

a5 ¥4

@ akua Master- Gyr 1 @ Dark Brown - Girolando 1 Fulminante. Gyr 2
Black Bull - Girolando 2

(Mora, 2023)
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4.2. Discusion

(Maldonado, 2019 ) La motilidad individual estimada en este estudio va de 59 a 80%,
rango que contiene al valor promedio de quienes en la provincia de Morona Santiago
registraron una motilidad individual de 70,3% para bovinos charolais, valor muy distinto

al de nuestros resultados que fueron de 90% de motilidad en un toro de raza girolando.

(Rioja, 2017 ) Con respecto a la calidad espermética post descongelamiento se puede
decir que los tratamientos aqui descritos mostraron Motilidad Individual Progresiva
entre 41 y 45%, en nuestros resultados se mostraron una motilidad individual de un
75% de un toro de raza gyr, la cual determina una diferencia de los resultados

estimados anteriormente.

(Fernandez, 2021 ) Con respecto a la Morfologia, el trabajo aqui descrito obtuvo
valores superiores al 92%, y en relacibn a nuestros resultados se obtuvo una
morfologia del 70% en un toro de raza gyr que demuestran ser valores menores a los

del trabajo citado.
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CAPITULO V.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

5.1. Conclusiones

Se concluye que por medio de esta evaluacion se determinan distintos estadios por
medio de las pruebas realizadas a los distintos materiales seminales, las cuales
fueron identificados por medio de las pruebas de laboratorio en este caso con la
observacion microscopica que nos permitio determinar la morfologia, y también el

conteo de los espermatozoides tanto vivos y muertos.

Tambien es importante mencionar que por logica, la realizacién de las pruebas de
ph en el semen fueron fundamentales para determinar por medio de una escala de
nameros, la determinacion exacta o probable de la cual, se relaciona con el

resultado del ph.

En cuanto a la motilidad y la viabilidad los pardmetros para la observacién
microscépica fue de total importancia para obtener los resultados las cuales
obtuvimos luego de la evaluacion, que a nuestro criterio, fueron resultados
aceptables que se esperaban en un determinado tiempo, mencionando o resaltando
gue este tipo de trabajos nos benefician como médicos veterinarios ya que nos
permite demostrar y aprender nuevas actividades en lo que le corresponde a el area

de laboratorio y la andrologia.

Finalmente, podemos mencionar que es importante en este tipo de trabajos
experimentales, la correcta temperatura para el descongelamiento del material
seminal, para luego de su observacion en el microscopio pueda ser mas sencilla de

analizar.
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5.2.

Recomendaciones

Se recomienda realizar trabajos similares al de este trabajo, en donde se
puede usar pajillas de otros tipos de razas de toros.

Es importante también conocer todos los factores que pueden influir en la en
el estado de conservacion de las pajillas, para obtener buenos resultados

posterior a la inseminacioén artificial
Se recomienda que al seleccionar un método de conservacion queda

totalmente abierto al criterio del médico veterinario o del biotecnologo la cual
sera importante la disponibilidad y el lugar donde trabaje.
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ANEXOS



Anexo 1

Ensayo del trabajo de laboratorio, Preparacion de Tinciones, con neosinay
negrosina para identificar por medio del microscopio alos espermatozoides
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Anexo 2

Observacion microscépica durante la actividad en de la evaluacién androldgica.

53



Anexo 3

Preparacion de las placas y cubreobjetos por parte del Dr. Almeida
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Anexo 4

Calibracion de la imagen en el microscopio
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Anexo 5

Preparacion del material seminal para su andlisis
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Anexo 6

Aplicacion de la gota de semen diluido en la placa, para su observacion.
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Anexo 7

Aplicacién de la gota de semen diluido en un tubo de penbex, su analisis
microscopico.
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Anexo 8

Manejo del semen diluido previo a su observacion microscopica
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Anexo 9

Aplicacién del semen diluido en el tubo de penbex, previo a la mezcla de la
neosinay negrosina.
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Anexo 10

Preparacion de las placas para la observacion en el microscopio.

61



Anexo 11

Observacion del descongelamiento de la pajuela, con la correcta temperatura
estimada que son 37 grados.
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Anexo 12

Observacion de los espermatozoides en la camara de Neubauer en el
microscopio.
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Anexo 13

Observacion microscopica de la motilidad masal y la viabilidad.

64



Anexo 14

Observacion microscopica con latincién de eosinay negrosina.
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Anexo 15

Evidencia fotogréafica y presentaciéon del cartelon del tema de titulacion junto a
la Dra. Ketty Murillo, miembro de la comisién de titulacion.
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Anexo 16

Evidencia fotografica del trabajo de labotatorio, junto al Dr. Jorge Alava, tutor de
mi trabajo de titulacion.
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