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RESUMEN

La presente investigacion se llevd a cabo en los laboratorios del Centro de
Desarrollo Genético de la Asociacion de Ganaderos de la Sierra y Oriente,
ubicado en la ciudad de Quito.

El objetivo principal de dicho estudio fue evaluar € efecto de la adicién de un
surfactante natural (aloe vera) a diluyente Triladyl, comparandolo en tres
diferentes concentraciones, lo que permitira establecer s el aoe veradisminuiria
la mortalidad y mejoraria la motilidad espermdtica antes y después del
congelamiento en nitrégeno liquido.

Para evaluarlo se utilizo técnicas de valoracion seminal, tanto del semen fresco
como después de congelarlo, evaluando pardmetros como motilidad en masa e
individual, porcentgje de espermatozoides vivos y muertos, anormalidades
primarias y secundarias y finalmente pruebas de integridad del acrosoma HOST 'y
ORT.

El diluyente utilizado en la investigacién fue Triladyl y e surfactante natural fue
el aoe vera, se utilizo las mismas condiciones de asepsia tanto a elaborar €l
diluyente como a procesar €l aoe vera hasta alcanzar las concentraciones

necesarias paralainvestigacion.

Se utilizo tres machos, € primero de raza Pizan con una edad de 1 afio y medio y
dos toros raza HolsteinFriesian de 3 afios de edad, quienes fueron sometidos a un
examen fisico y clinico encontrandose en perfecto estado de salud, € semen fue
colectado por € método de vagina artificial cada 15 dias se procesd las muestras
solamente s eran consideradas aptas hasta completar 5 coletas, se califico
semen fresco, posteriormente se diluyeron las muestras de acuerdo a la
concentracion de espermatozoides del eyaculado en las tres concentraciones del
aloe vera propuestas y un grupo sin aditivo, se congelo la produccion de las tres

concentraciones y del grupo control y se evalud las muestras post descongel acion.

El andlisis estadistico de medidas de tendencias central y variacion partiendo del
semen fresco dieron como resultado valores de las caracteristicas espermaticas
que permitieron iniciar € procesamiento y congelacion semina en los
cuatrotratamientos (10, 15, 25 % aloe vera 'y sin aloe vera), con una calidad dada
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por una diferencia significativa del semen del toro con los valores requeridos para
este proceso, facilitando el andlisisy evaluacion post descongel acién.

Los resultados estadisticos demuestran que la motilidad individual, viabilidad
espermatica, espermatozoides normales, pruebas de integridad del acrosoma
HOST y ORT no presenta diferencias significativas entre los tratamientos al 10 y
15 % y T4 (sin aoe vera), pero en la concentracion de aloe vera a 25% es

superado ampliamente por las primeras concentraciones.

Aplicando la prueba de Duncan a 5% para determinar que tratamiento es €
mejor de lostres niveles de aloe veray del tratamiento sin aloe vera, encontramos
gue T4 € tratamiento que no tuvo aoe vera fue & meor seguido de Triladyl +
aloe vera a 10%, en tercer lugar Triladyl + aloe vera a 15%, y en Ultimo puesto
Triladyl + aloe veraa 25%, concluyendo que la adicion de un surfactante natural
a diluyente Triladyl no aumento la motilidad espermética antes y después de la

crioconservacidon en semen bovino.

Los costos de produccién por pajuela indicaron que €l diluyente Triladyl sin
ninguna concentracion de aloe vera esmas costoso ya que €l andlisis determino
que cada pajuela procesada con Triladyl sin aloe vera cuesta 0,67 ctvs., mientras
que T1y T2 (Triladyl mas aloe vera ad 10 y 15%) fueron més econdmicos con
costos de 0.63 ctvs. Para T1 y 0,66 ctvs. Para T2. Todo esto debido a que se
obtuvieron més pajuelas a aumentar €l volumen del diluyente con el aoe vera,
pero T3 acanzo un costo de 1,12 dolares por dosis efecto de su dta

concentracion lo que dificulto su envasamiento.
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SUMMARY

Thisresearch was carriedout in  the laboratoriesof the  Center
forGeneticDevel opmentCattlemen’'s Associationof the Sierra andEast, located in

the city of Quito.

The main objectiveof this studywas to evauatethe effect ofthe addition of
anaturalsurfactant(aloevera) Triladylthe diluent, compared at three different
concentrations, which allowed us to establishif thealoe verareducemortalityand

improve esperm motilitybefore andafter freezingin liquid nitrogen.

Was usedtoevaluateseminal evaluation techniques, both fresh semenand
afterfreezing, evaluating parameters such asmassand individualmotility,

percentage of live and deadsperm abnormalities integrity testsHOSTORT.

The diluent usedin the investigation wasTriladylandnaturalsurfactantwas
thealoevera, we used the same conditionwhen preparing theasepticdiluent such
asal oe veraprocessing to concentrations neededfor research

Three animals was used, the first racePizanwith an age of1 year anda half and
twoHolstein Friesianbullsfrom3 yearsof age whounder wentexamination andis in
excellentclinical condition,the semen wascollectedby the method
ofartificialvaginaevery ~ 15daysonly  ifthe  processsampleswereconsidered
suitabletocomplete 5pigtails,fresh semenwas scored, then the sampleswere
dilutedaccordingto the concentration ofejacul atedspermen the threeconcentrations
ofaloeveraproposals and a group,frozen the production ofthe three

concentrationsandthe control group andsampleswere eval uatedafter thawing.

Statistical analysis ofmeasures of central tendency and variation the basisof fresh
semenresulted invaluesofspermcharacteristicsthat  allowedto start processinand
freezingsemen inthe three concentrations(10,15, 25% aoevera), with a quality
given significant differenceof bullsemenwith the valuesrequired for this process,

facilitating the analysis and eval uationafter thawing.
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The statistical results demonstrate that the individual motility, spermatic viability,
normal sperms, tests of integrity of the acrosoma HOST and ORT don't present
significant differences among the treatments to the 10 and 15% and T4 (without
aloe vera), but in the concentration of aloe verato 25% is overcome thoroughly by

thefirst concentrations.

Applying the test from Duncan to 5% to determine that trestment is the best in the
three levels of aoe vera and of the treatment without aloe vera, we find that T4
the treatment that didn't have aloe vera was the better followed by Triladyl + aloe
verato 10%, in third place Triladyl + aoe verato 15%, and in | finish on Triladyl
+ aoe vera to 25%, concluding that the addition of a natura surfactant to the
diluter Triladyl doesn't increase the spermatic motility before and after the

crioconservacion in bovine semen.

The production costs for Semen straws indicated that the diluter Triladyl without
any concentration of aloe vera is more expensive since the analysis determines
that each Semen strawsprocessed with Triladyl without aloe vera costs 0,67ctvs.,
while T1 and T2 (Triladyl but aloe vera to the 10 and 15%) they were more
economic with costs of 0.63ctvs. For T1 and 0,66ctvs.For T2. All this because
they were obtained but Semen straws when increasing the volume of the diluter
with the aloe vera, but T3 reaches a cost of 1,12 dollars for dose effect of its high
concentration what | hinder itsfilled.
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INTRODUCCION

La gran ventgja de la inseminacion artificial es € aprovechamiento del potencial
genético de reproductores de excelentes caracteristicas para diseminar estas
cualidades en pos de mejorar la genética. Durante muchos afios especialmente en
el siglo anterior se desarrollaron sistemas de colecta y procesamiento de semen
bovino, asi mismo se han tecnificando los protocolos de inseminacion en
condiciones comerciales. En e Ecuador la Inseminacion artificial bovina no es
una técnica gena y en los Ultimos afios su uso y tecnificacion ha meorado
significativamente.

De todos |os factores que intervienen en el procesamiento de semen bovino como:
valoracion del semental, colecta, examen macroscopico del eyaculado y
microscopico de espermatozoides, dilucion semen diluyente y congelacién estos
dos ultimos de vita importancia ya que es aqui en donde ocurre la mayor
mortalidad espermatica lo cua significaria dosis seminales de mala calidad y por

ende disminuirialatasa de prefiez a inseminar con semen defectuoso.

La utilizacién del diluyente seminal bovino significo un importante adelanto para
la inseminacién artificial ya que a través del diluyente se pudo aprovechar un
mayor nimero de espermatozoides por dosis, la glicerina fue también € pilar dela
inseminacion artificial pero para la conservacion, ya que la glicerina forma una
capa protectora arededor de los espermatozoides gque los hacen resistentes a la
congelaciéon en nitrégeno liquido. Esta simbiosis diluyente-glicerina es la base
para la crioconservacion y que con € paso del tiempo y las investigaciones han

logrado combinar en un mismo producto comercia estos dos el ementos.

La mortalidad espermatica antes y después de la congelacién en nitrégeno liquido
es el gran problema que todavia afecta alos centros productores de semen bovino,
ya que la deshidratacion que sufre el espermatozoide es un dafio irreversible. El
diluyente Triladyl que es €l producto comercial més utilizado para procesar semen

bovino ha sido también objeto de muchas investigaciones.
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Una de esos estudios ha sido el uso de surfactantes o tensoactivos que disminuyen
la mortalidad, pero estos productos son quimicos y las tendencias actuaes es
lograr productos lo mas naturales posibles y & Aloe Vera cumple con las

caracteristicas de un surfactante pero natural .

Por eso € propdsito de este trabajo esta dirigido a valorar € efecto del aloe vera
como un surfactante natural, para asi poder idealmente disminuir la mortalidad
antes y después del congelamiento; aumentando la fertilidad por dosis seminal a
lograr un producto con mayor numero de espermatozoides viables capaces de
fecundar, disminuyendo e costo de la inseminacion artificial a utilizar menos

paj uelas por vaca.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES.

Evauar € efecto de la adicion de un surfactante natural (aloe vera) a

diluyente TRILADY L para crio-conservacion de semen bovino.

OBJETIVOSESPECIFICOS.

Disminuir la mortalidad de espermatozoides antes y después de la
congelacion en nitrégeno liquido.
Valorar los cambios morfol 6gicos de |os espermatozoides en presencia de

un surfactante natural (aloe vera).
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CAPITULO |

REVISION DE LITERATURA

1.1 ANATOMIA DEL APARATO REPRODUCTOR MASCULINO
1.1.1 GENERALIDADES

Los 6rganos reproductivos del macho de los animal es domésticos comprenden de
testiculos, epididimos, conductos deferentes, glandulas accesorias, y érganos de

evacuacion del semen.

Figura 1: Anatomia del aparato reproductor bovino.
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Fuente Hafez 2001

1.1.2 TESTICULOS

En e bovino los testiculos estan colocados en la region inguinal, en posicion
vertical. Presentan una forma oval, bastante alargada, de alrededor de 10 a 15 cm
delargo y 5 a 8,5 cm de didmetro. Su peso se estima individual mente en 250a 300
g Yy en conjunto unos 500 g. El tamafio del testiculo depende de la edad, de laraza
y del desarrollo corporal. Se estima aproximadamente en un 0,09% del peso vivo
del animal. Su gje longitudinal esvertical Rutter, B. (2006).
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Las funciones del testiculo pueden resumirse en:
a) Produccion de espermatozoides o espermatogénesis
b) Produccion de andrégenos

En los animales mamiferos, escroto se ubica entre los muslos y encierra a los
testiculos. Debido a su insercion pendulosa sirve para mantener a los mismos a
varios centigrados menos que la temperatura corporal. Si no fuese asi, la dta
temperatura abdominal ateraria la espermatogénesis, y volveria al animal

temporariamente subfértil.  Salisbury y Vandermark, (2002).

La superficie testicular esta recubierta por una fina ldmina, la tanica vagina
propia. Esta se extiende por encima de una capa fibrosa [lamada tdnica albuginea,
que envuelve todo € parénquima testicular y es la responsable de su forma
ovoidea que lo caracteriza. El parénquima testicular esta contenido dentro de esta
fuerte cdpsula y presenta una turgencia que se aprecia a la palpacion. Camacho
(2000)

Esta turgencia se debe en parte a fibras de musculatura lisa, que en escasa
cantidad aparecen dentro del tejido fibroso de la tunica abuginea. Una parte de
esta Ultima se hunde hacia € centro del parénguima del 6rgano formando una
cinta de tegjido conjuntivo esponjoso, € mediastino testicular. Desde éste irradian
periféricamente |os tabiques que lo dividen en |6bulos, que en € caso del toro no
estdn completamente formados, pero que en otras especies animales son muy
desarrollados. Hafez (2001)

El parénquima testicular estd formado principa mente por los tlbulos seminiferos
(90% del 6rgano). Estos son convolutados, cilindricos, y estan estrechamente
unidos de manera tal que dgan entre si sOlo pequefios espacios de tegido
intersticial. Se anastomosan hacia € centro y se tornan rectos, y luego se
anastomosan formando una red (rete testis) a partir de la cua emergen los
conductos eferentes atravesando la tinica albuginea. Se relinen en un nimero de

10 a15y dan lugar de estamanera a epididimo. Galina Carlos. (2008)
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En un corte transversal del tlbulo seminifero podra observarse, desde la pared
hacia la luz de los mismos, una membrana basal, rodeada de células mioides, que
actia a modo de barrera hemato-testicular; las células de sostén o Células de
Sertoli y las células germinales en sus distintos estadios, ubicadas entre los
citoplasmas de las anteriores. Las espermatides y los espermatozoides se ubican
con sus colas hacialaluz de los tdbulos. Galina Carlos. (2008)

Las células de Sertoli poseen e citoplasma extendido, de forma piramidal, y
sostienen € epitelio germinativo constituyendo €l armazon del tibulo seminifero.
Descansan sobre la membrana basal y se adosan unas a otras por especializados
complegjos de unidn gue se localizan en la porcién basal. Las células de Sertali,
tienen sus funciones de sostén, son necesarias para la nutricién de las células
germinales a medida que se desplazan desde la membrana basal hacia la luz del
tubulo. Gustavo. A. Palma (2001)

Los espacios intersticiales contienen vasos sanguineos y linfaticos, ramas de
nervios y céulas de Leydig. Estas son las responsables de la produccion de
testosterona, la cua es secretada activamente desde la vida fetal, cayendo a
niveles muy baos o bien cesando a momento del nacimiento para reanudarse
nuevamente alos 4 0 5 meses de edad de los animales. A |os 24 meses de edad |os
testiculos estaran en un 90% de su tamafio de animal adulto en toros Bos taurus
bien alimentados Russo, Angel. (2006.)

1.1.3CONTROL DE LA TEMPERATURA

El flujo arteria es enfriado a medida que desciende por € cordon espermético por
numerosas venas pequefias, las que en su conjunto forman € |lamado “Plexo
Pampiniforme”. Una vez que la arteria penetra en € testiculo, corre alo largo de
su borde posterior hasta alcanzar € polo caudal del mismo. Desde alli se dirige
hacia el borde posterior y comienza a ramificarse; las pequefias arterias penetran

en el parénquimade 6rgano y alcanzan el mediastino testicular.Martinez (2006)

De esta manera, € cordén espermatico actla como refrigerante, intercambiando

temperatura en laforma de un verdadero mecanismo de contracorriente.
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1.1.4EPIDIDIMO

Consiste en un unico, largo y compacto tubo arrollado, con un soporte de
elementos de tejido conjuntivo que lo fija a testiculo. Presenta un didmetro que
variaentre 70 y 500 mm; Su peso es diverso en funcion de las grandes diferencias
existentes entre los tamafos de los animales, siendo de 1 gr en €l raton, 4 gr en €
hombre y 20 a 30 gr en € carnero. Con respecto a su longitud es de 2 m en €
cobayo, 7 m en el hombre, 40 m en e toro, 50 a60 men el carneroy 80 men €
padrillo.(Hafez 2001)

Convencionamente esta dividido en tres regiones:

Cabeza: ubicada en € polo proximal del testiculo y formada por 13 a 15
conductos eferentes.

Cuerpo: corre por € borde medial y posterior del testiculo.

Cola dituada en € polo dista del mismo y amacena una importante

cantidad de espermatozoides.

Los conductos eferentes y € canal epididimario estan completamente rodeados
por fibras musculares lisas circulares que se engruesan a nivel de la cola y
comprenden también fibras longitudinales del mismo tipo. Esta musculatura
presenta contracciones peristalticas regulares cada 2-10 segundos que aseguran €
transporte de los EZ en €l epididimo. Galina Carlos. (2008)

Las funciones epididimarias, cuenta entre ellas e transporte, la sobrevivenciay la

maduracion funcional delos EZ. Los cambios en la maduracion incluyen:

Adquisicion de la capacidad de motilidad progresiva.

Condensacion final del ndcleo y modificaciones en laformadel acrosoma.
Formacion de puentes disulfuro en las estructuras proteicas.

Alteraciones en la naturaleza de la membrana plasmética.

Disminucion en la concentracion de O2 para inhibir el metabolismo de los
espermatozoides.

Reabsorcion, fagocitosisy licuefaccion de espermatozoides deficientes.

Almacenamiento de espermatozoides.
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Los espermatozoides son producidos en forma regular y expulsados
continuamente de los tubulos seminiferos, pero son inmdviles en € liquido
testicular. Las cilias del epitelio de los canales eferentes contribuyen a su
progresion haciala cabeza. En el epididimo las contracciones ritmicas aseguran su
desplazamiento. La duracion del transito por € epididimo varia segin las distintas

especies animales. Mufioz, M. Y Paucar, N (2005)

Esta duracién en la cabezay e cuerpo no depende de la frecuencia de la actividad
sexua de los animales. La cola, en cambio, actlia como reservorio en la cual los

EZ pueden sobrevivir durante tres semanas.Rutter,B. (2006)
1.1.5 GLANDULASACCESORIAS

Las principales glandulas anexas del aparato reproductor de los animales son las

siguientes:

Glandulas vesiculares, también |lamadas vesicul as seminal es.
Glandul as bulbouretrales o de Cowper.

Préstata.

La presencia o ausencia de las mismas, asi como € mayor 0 menor grado de
desarrollo de cada una de ellas varia en las distintas especies animales. Todas las
glandulas producen distintas secreciones que contribuyen a semen eyaculado y
tienen diversas funciones dentro del mismo. Por otro lado, existen también
glandulas uretrales o de Littre y glandul as prepucial es, pero poco se conoce acerca
de su composicién y funcion dentro del semen. . E.Sanchez Carvajal (2007)

1.16 VESICULASSEMINALES

Las Vesiculas Seminales consisten en un par de glandulas genitales ubicadas en €l
piso de la pelvis a ambos lados del cuello de la vegliga. Se denominan de tal
manera porque anteriormente se crefa que eran reservorios de semen. Estas
glandulas segregan un liquido claro que tiene como funcion acrecentar € volumen
del eyaculado, aportar nutrientes y servir como buffer a semen. Alrededor del
50% del volumen total del semen es aportado por estas estructuras. Son lobuladas
y miden de 10 a15 cm delargo y 2 a4 cm de didmetro. Hafez (2001)

27



1.1.6.1 Prostata

Con respecto a la Prostata, esta se encuentra hacia caudal de las anteriores y sus
secreciones se vierten junto al semen en e momento de la eyaculacion por medio
de numerosos conductos que se abren hacia la uretra pelviana, en lateral del
coliculo seminal. Es la Gnica glandula accesoria del macho constante en todas las
especies de animales domésticos, y su cuerpo mide 2,5 cm de ancho por 1 a 1,5
cm de grosor, lo que la hace palpable por € recto. La porcidn diseminada rodea a

lauretra pelviana y esté cubierta por e masculo uretral. Hafez (2001).
- Glandulas De Cowper

Las Glandulas de Cowper son dos y se encuentran ubicadas a ambos lados de la
uretra pelviana, cerca del arco isquiético. Son ovoidaesy dificiles de palpar en €
bovino, merced de su pequefio tamafio. Contribuyen muy poco a volumen del
liquido seminal, |as secreciones de estas glandulas eliminan residuos de orina ala
uretra antes de la eyaculacion. Estas secreciones se notan antes del eyaculado.
E.Sanchez Carvajal (2007)

1.1.7 ORGANOS DE EVACUACION DEL SEMEN
1.1.7.1 Conducto Deferente.

Comunica la cola del epididimo con la uretra pelviana. Asciende por la cara
media de la binza, acompafiando a la arteria y vena espermaticas, musculo
creméster externo y tunicas vaginales derivadas del peritoneo, tiene una capalisa
gruesa en su pared. Penetra a abdomen por e trayecto inguinal; anivel de la cada
dorsa de la vejiga urinaria se dilata formando la ampolla del conducto deferente.
Moreno (2000).

Desemboca en la uretra pelviana cerca de la prostata. Su funcion principal es la
de contribuir en la emisién de semen durante la eyaculacion, transportando
espermatozoides mediante ondas peristalticas desde la cola del epididimo hasta su
desembocadura. Martinez (2006).
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1.1.7.2 Uretra

Para su estudio se la divide en dos porciones, la pelvianay la peniana. La primera
recibe todas | as secreciones de las glandul as anexas y a los espermatozoides desde
el conducto deferente. Durante la eyaculacion, € esfinter vesical cierra toda
comunicacion con la vejiga urinaria, de modo tal que el semen no refluya dentro
de la misma, ni la orina contamine a mismo, ya que tiene propiedades

espermicidas. Hafez (2001).
1.1.7.3 Pene

El pene es e drgano copulador del macho. Posee una forma cilindrica, y mide 90
cm de largo y de ancho 3 a 4 cm. Presenta tres porciones: raiz, cuerpo y glande.
Dos raices que se insertan en la base de la tuberosidad isquiética dan origen a
peney convergen para formar la porcion dorsal del cuerpo del mismo. En ventral
se ubica la uretra, rodeada de tejido eréctil (cuerpo cavernoso). Gustavo. A. Palma
(2001).

La porcién fija del pene se pliega sobre si misma formando en los animales
rumiantes una curvatura en forma de S, conocida como flexura o “S’ sigmoidea.
El vértice la extremidad libre del pene se presenta torcido en forma de espiral y
corresponde la glande. Este mide entre 7,5 y 12 cm de longitud y posee numerosas
terminaciones tactiles, de presion y de temperatura. Rodea a proceso uretral que

desemboca en € exterior, en e meato urinario. Rutter, B.(2006).
1.1.7.4 Prepucio

Recorre sagital y ventralmente la pared abdominal desde |a zona prepubica hasta
la region umbilical y por lo tanto mide aproximadamente 40 cm de largo 'y 3 cm
de diametro, con amplias variaciones segun las especies animales. El prepucio es
un pliegue invaginado de la piel que rodea la extremidad libre del pene cuando
éste no esta en ereccidn. De estaforma, € exterior del mismo esté constituido por
los estratos normales de la piel y su interior se encuentra recubierto de una

membrana mucosa. Russo, A. (2006)
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1.2 EVALUACION REPRODUCTIVA Y FISIOLOGICA DEL SEMENTAL
BOVINO

1.2.1 FISIOLOGIA DEL SEMENTAL BOVINO:
1.2.1.1 Ciclo sexual del macho.

La pubertad es e momento en la que se producen la interaccion de los distintos
sistemas corporales de los individuos, que culmina finalmente en la produccién de
las células sexuales. El toro alcanza su pubertad cuando libera gametos y
manifiesta secuencias completas de comportamiento sexual, la pubertad es €
resultado de la de larelacion entre la actividad gonadotréficay la capacidad de las
gbnadas de producir esteroideogénesis y gametogénesis. E.Sanchez Carvajal
(2007).

El inicio de la produccién de espermatozoides activos, o la presencia de
espermatozoides maduros en los testiculos o una eyaculacion que tenga por lo
menos 50 x 10° espermatozoides / ml, con por 10 menos un 10% con motilidad
progresiva, se produce por lo menos alos 7 0 9 meses de edad, periodo puber en
que el toro manifiesta su primer interés sexual. Rutter, B. (2006)

En la pubertad influyen muchos factores, como ambiente fisico, temperatura
ambiental, clima, heterosis, raza del padre y de la madre, existen diferencias
individuales y de raza en la primera produccion de espermatozoides activos
maduros y la primera eyaculacion, existe variedad den las edades de comienzo de
la pubertad. Gustavo. A. Palma (2001)
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Cuadro 1.- Inicio de la produccion de espermatozoides en bovinos.

Hereford 273-364 dias
Angus 273-350 dias
Holstein 252-343 dias
Charolais 231-371 dias

Fuente: Rutter, B. (2006)

Uno de los signos de que & anima ha alcanzado su pubertad es e tamafio
considerable de sus 6rganos reproductores, desde €l nacimiento hasta €l periodo
de pubertad, € crecimiento y desarrollo de los 6rganos reproductores es gradual y
se produce en consonancia con e desarrollo corporal. Una buena nutricion
favorece una temprana pubertad en animales de reproduccion mientras que la
desnutricion laretarda aunque no impide que aparezca. Camacho (2000).

1.2.1.2 Produccion espermatica, espermatica y plasma seminal.
- Espermatogénesis.

Se denomina funcién exocrina del testiculo o espermatogénesis a proceso gracias
al cual tiene lugar laformacién y amacenamiento de los espermatozoides a partir
de las espermatogonias en € tubo seminifero bago e gobierno de las
gonadotropinas hipofisarias en accion sinérgica con los androgenos. La duracion
tota del ciclo partiendo de la espermatogonia hasta la formacion del
espermatozoide tiene una duracién aproximada de 65, 49 y 38 dias en € toro,

carnero y cerdo respectivamente. Galina Carlos. (2008)
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En e macho impUber no hay receptividad para las gonadotropinas hipofisarias,
indicando que existen otros factores de desarrollo somatico que desencadenan esta
respuesta a la edad requerida. Este proceso comienza en la mayor parte de las
especies entre los 12 y 18 meses de edad cuando se alcanza la pubertad y se

extiende durante toda |a vida reproductiva. Hafez (2001)

Cuando se produce la primera division meidtica formandose a partir del
espermatocito primario el espermatocito secundario. La segunda division meidtica
da lugar a 4 espermaétides a partir del espermatocito primario origina. Las dos
divisones meidticas ocurridas tienen la importancia de posibilitar que la
espermétide asi formada tenga la mitad del material genético contenido en la

espermatogonia que le dio origen.E.Sanchez Carvajal (2007)

Durante |a espermiogénesis una serie de cambios morfofisiol 6gicos que dan lugar
finAmente a espermatozoide. Eventos como pérdida de una porcion
citoplasmatica, reorganizacion de la cromatina nuclear y recoleccion de material
citoplasmatico y de la membrana celular para la formacion de la cola. Hafez
(2001)

La espermatogénesis se encuentra gobernada endocrinamente por la FSH, LH,
testosterona, estrégenos y GH e influida por algunos factores tales como la
temperatura testicular y las variaciones estacionales. La accién estimulante de la
FSH sobre las células de Sertoli es vital en la espermiogénesis (transformacion de
espermatides en espermatozoides), mientras que la LH al estimular las células de
Leydig promueve la sintesis de testosterona para la maduracion espermaética.
Gustavo. A. Palma (2001)

El control hormonal de la espermatogénesis, resulta de vital importancia la
adecuada posicion y temperatura del escroto, en algunas especies de mamiferos y
en las aves los testiculos son funcionales desde su ubicacion anatdmica en la
cavidad abdominal, para los mamiferos domésticos adultos y normales,
alteraciones que se producen en e descenso testicular a las bolsas escrotales

denominadas criptorquidia. Rutter, B. (2006)
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Laimportancia de latemperatura testicular en su relacion con la espermatogénesis
debe guardar una correcta interacciéon entre ambas funciones ya que € testiculo
debe mantener una temperatura inferior a la corporal y para ello posee un
mecanismo propio de termorregulacién en el que participan € escroto, los
muscul os cremaster y el riego sanguineo regiona. En este sentido, la tunica dartos
y los musculos cremastericos regulan € érea de superficie escrotal, mientras que
la arteria espermética y € plexo Pampiniforme permiten un mecanismo de

intercambio térmico. Martinez (2006)

Figura 2: Espermatogénesis
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- Espermatozoides

Figura 1: Anatomia del aparato reproductor bovino.

Fuente: http//.www.Minittib.com.

El espermatozoide normal para su estudio se divide en tres componentes
principales cabeza, pieza intermedia y cola, € espermatozoide es una célula
germinal especializada cuya Unica funcion es fertilizar el ovocito, en e bovino
mide aproximadamente 75 micrones de largo y tiene una carga haploide de
cromosomas. Barrios, D. (2002)

Estas células terminales cuyo papel mas importante es llevar un paguete del
genoma en € centriolo a ovocito, los espermatozoides estan provistos de
estructuras especializadas como: membrana plasmatica, organelos como las
mitocondrias, flagelos y un acrosoma, asegurando una interaccion particular con

el tracto genital de lahembra especialmente al ovocito. Rodriguez (2000)

La cabeza del espermatozoide tiene forma irregular, oval, alargada, constituido
por nicleos de ADN y albumina, en su parte anterior posee € acrosoma. El cua
tiene doble membrana en forma de capuchdén con un saco membranoso que
contiene enzimas relacionadas con la penetracion del espermatozoide en la zona
pellcida. Robles. M. (2002).
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El espermatozoide para ser fecundante, tiene que tener en primer lugar una 6ptima
movilidad que le permita penetrar el canal cervical, segundo ascender alas partes
altas del tracto reproductivo femenino, tercero sufrir la capacitacion y la reaccién
acrosdmica, cuarto atravesar la zona pellcida del ovocito y quinto sufrir la
descondensacién nuclear. 1zquierdo, A. et. Al. (2004).

El acrosoma es una estructura de doble pared, semegante a un lisosoma,
intimamente adherida a la porcion anterior de la cabeza del espermatozoide. En su
interior se hallan amacenadas diversas enzimas hidroliticas y proteinas cruciales
para la interaccion con €l ovocito durante la fecundaciéon. Gustavo. A. Palma
(2001).

La cola del espermatozoide esta dividida en tres partes. pieza intermedia, pieza
principal, piezaterminal, que miden de 45 a 50 micrones de largo. Constituyen la
parte més fragil del espermatozoide, €l centro de este segmento medio junto con la
longitud de toda la cola comprenden e axonema cubiertas por numerosas
mitocondrias, que son la fuente de energia para la motilidad espermatica. Hafez
(2001)

Existe una gota protoplasmatica que se desprende de |os espermatozoides tras la
eyaculacion, aunque se lo considera anormal puede retenerse en lamayor parte del
cuello donde se conoce como gota proximal o cerca del anillo citoplasmético y se
lo denomina gota distal. Rutter, B. (2006).

- Semeny plasmaseminal

L os espermatozoides junto con |as secreciones de las vesicul as seminales, prostata
y glandulas bulbouretrales constituyen e semen. La porcion liquida de dicha
suspension se forma durante la eyaculacién, se [lama plasma seminal. El semen
puro inaterado normamente aparece como un fluido ligeramente amarillento
blanquecino, lechoso con aspecto cremoso cuya consistencia depende del nimero
de espermatozoides, células degeneradas, granulos lipoideos, corpuscul os hialinos

y concreciones. Herman. et. al. (2004).
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Las propiedades fisicas del semen incluyen, color, volumen, densidad,
concentracionviscosidad, pH, presion osmética, conductividad eléctrica,
capacidad de tamponamiento sustancias de diversas fuentes: sodio, potasio, calcio,
magnesio, cloratos, hidratos de carbono como; fructosa, sorbitol, sustancias
reductoras, polisacéridos, acidos organicos, aminoécidos, proteinas, vitaminas,
enzimas. Russo, A. (2006)

La secrecion de espermios y € producto de las glandulas accesorias del aparato
genital del macho, es posible por |a contraccion de los misculos de dicho aparato.
Participan la musculatura del epididimo, conductos seminales, canales urinarios y
las glandulas accesorias. Todo € volumen de la secrecion durante € acto sexua
se denomina eyaculacion o inseminacion del semen; se acompafia de una
excitacion nerviosa genera especifica |lamada orgasmo. La secreciéon de las

glandulas accesorias constituye la parte liquida del semen. Robles. M. (2002).

1.2.2 EVALUACION DEL TORO REPRODUCTOR

Se caracteriza la eficiencia reproductiva del macho bovino bao diferentes
pardmetros. estado de salud del animal, aparato reproductor, caracteristicas
seminaes, determinacion de la libido y aptitud de monta. Al seleccionar los
reproductores a ser utilizados en monta natural o en programas de inseminacion
artificial, se debe tener como objetivo lograr animales superiores que vayan a dar

origen a una progenie més productivay rentable. (Aguilar 2001)

Si se acepta que la reproduccién constituye la base de la produccion animal, €
seleccionar animales con fertilidad comprobada o con potenciaidad, es un
requisito indispensable para alcanzar altos niveles de productividad. Deberan ser
escogidos aguellos que produzcan la mayor cantidad de espermatozoides viables,
que gocen de excelentes condiciones fisicas para depositar € semen bien en la
vagina de la hembra o en la vagina artificial; su aptitud de monta y deseo sexual
deberan ser lo suficientemente buenos como para saltar € mayor nimero de

hembras en el menor tiempo posible. Vasquez, A. (2000)
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Seleccionar machos por su tamafio, incremento de peso o conformacion, ha
mostrado ser de poca utilidad como indicador de su potencial reproductivo. Una
buena evaluacion de la capacidad reproductiva de un macho debe incluir, ademas
de los parametros antes mencionados, un estudio detallado y sistemético del
estado general de salud del animal, asi como del aparato reproductor y
caracteristicas seminales, junto con la determinacion de lalibido y de la aptitud de
monta. Montes, et. Al. (2004).

La sociedad Theriogenology en 1992 cred una guia denominada B.S.E (Breeding
Soudness Evaluation), que consiste en un examen fisico, reproductivo, colecta y
evaluacion seminal. La utilizacion de esta guia B.S.E. ha reportado que més del
10 % sufren de esterilidad y € 4 % tiene una esterilidad muy seria. Para evaluar

un toro reproductor se considera los siguientes parametros en base alaguia B.S.E.
1.2.2.1 Identificacion e historia.

Examen fisico: condicién corporal, aplomos y extremidades, signos
general es descartando enfermedades, defectos fisicos, heridas, etc.

Examen genitales internos:

Prostata, vesiculas seminales, glandul as accesorias.

Examen genitales externos:

Testicul os, pene, escroto, epididimo, corddn espermético.

Circunferencia escrotal.

Cuadro 2.- Contorno escrotal en relacion alaedad.

Edad (meses) Circunferencia (cm)
-15 30
+15a18 31
+18 a2l 32
+21az24 33
+24 34
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Evaluacion seminal:
Caracteres macroscopicos, volumen, color, aspecto, pH.
Caracteres microscopicos.

Motilidad masal, individual, morfologia, concentracion.

1.2.2.2 Descripcién, resefia sumario de ascendencia y descendencia.

Cada animal debe ser identificado, poseer una hoja de vida o tarjeta de control,
donde se recojan los datos esenciales del animal. La identificacion puede ser
dividida en dos partes. la primera parte consiste en la identificacion del
propietario, contenido de datos personales (nombre, direccion, teléfono, etc.). La
segunda parte consiste en la identificacion del animal que va a ser analizado, debe
contener informaciones tales como: nombre, raza, edad, sistema de aimentacion y

crianza, origen, régimen de estacién de monta. Rutter, B. (2006)

Dentro del examen para valorar un toro reproductor estd como punto principal la
anamnesis como una recopilacion de datos e informaciéon sobre enfermedades,
tratamientos, vacunaciones, desparasitaciones, pruebas de campo, laboratorio,

resultados, historiareproductivay otras operaciones. Montes, et. al. (2004).

1.2.2.3 Examen clinico y fisico general.

- Evaluacion del estado de salud general del animal

Realizar un examen clinico general incluye un examen de las condiciones fisicas
del macho, con especia interés de los genitales externos e internos evaluados por
palpacién o inspeccion, también € sistema locomotor, fundamentalmente tren
posterior, € estado puede ser considerado bueno malo o irregular, basado en €

examen visual del desarrollo corporal y peso del animal. Russo, A. (2006).
- Lacondicién corpora

Debe ser dptima; machos ma alimentados y con bajo peso corporal pueden tener
lesionados |os testicul os irreversiblemente o su recuperacion puede ser muy lenta.
En el caso de los toretes jovenes, la pubertad estaria atrasada. Por |o tanto no se

debe escoger machos en mal estado fisico. Mufioz, M. y Paucar N (2005).
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Los toros con mala solidez estructural tienen mas probabilidades de producir hijos
e hijas con mayores posibilidades de dejar € hato antes que € resto. El limite de
gue esto suceda, depende de la heredabilidad que €l toro pueda transmitir €l rasgo
en cuestion. Cumming, B. (2003)

- Evauacién de patas y pezuiias

La busqueda de lesiones 0 mala conformacion que pudieran conducir a cojera,
ruptura de ligamentos y meniscos o pérdida de la estabilidad, ya que muchos
animales no montan a las hembras por dolor o imposibilidad anatémica de sus

miembros en € momento del salto.

El toro debe caminar, trotar, ver, oler y tener la capacidad de detectar y servir
hembras en celo. Cualquier factor que afecte una de estas actividades traera como
consecuencia una menor eficiencia reproductiva, muchos de los problemas que se
encuentran en los toros, tienen una alta heredabilidad. Bavera, G. y Pefafort, C.
(2005)

- Evauacién delalibido o deseo sexua y de la capacidad de monta

Es importante resaltar que animales con buena libido son capaces de prefiar més
hembras en el menor tiempo posible. Los animales adultos con experiencia sexual
deberan redizar la monta efectiva en un tiempo no mayor de 10 minutos; los
toretes jévenes, sin experiencia sexual, se evaluaran en el lapso de 30 minutosy es
posible que los toros a ser movidos de su ambiente sufran alteracién de la libido.
Mufioz, M. y Paucar N (2005).

La habilidad de un macho bovino reproductor para montar es fécil de evaluar
cuando & semen es colectado en vagina artificial. La aptitud de monta de un
macho se afectara por problemas musculares, 0seos, desviaciones del pené,
problemas sicol gi cos ocasionados por mal manegjo, etc. Cualquier ateracion en e
animal que cause impedimento para la monta, debe ser de prondstico reservado o
causal de eliminacién. Albarran |, Gonzales E, Y Calderén R. (2001)
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El comportamiento sexual es de mucha importancia ya que influye en € éxito del
apareamiento y en la supervivencia de las crias. Este esta valorado por € tiempo
de reaccion o habilidad sexual, libido y capacidad de servicio, evaluados a partir
de los 24 meses d edad. La libido, apetito sexual es € deseo de un toro para
montar, se lo valorara de acuerdo a tiempo de reaccion en un periodo de 10
minutos. Hafez (2001)

Lalibido esta valorada en una escala de puntaje de acuerdo ala actitud del macho

al contacto con lahembray se lainterpreta de |a siguiente manera:

0= El toro no muestra interés sexual

1= Mostro interés sexual una solavez

2= Interés sexual por la hembraen méas de una solavez

3= Activaatencion ala hembra, con persistente interés sexual

4= Unamonta o intento de monta, pero sin ningln servicio

5= Dos montas o intento de monta, sin ningun servicio

6= Maés de dos montas o intento de monta, sin ningln servicio

7=Un servicio sin que se prosiga € interés sexual

8= Un servicio seguido de interés sexual con monta o intento de monta

9= Dos servicios sin que se prosiga €l interés sexual

10= Dos servicios seguidos de interés sexual con monta, intento de monta o

Servicio

Delo anterior la calificacion estd dada de |a siguiente manera:

0— 3 puntos, € toro selo calificacomo malo.

4 — 6 puntos, €l toro selo califica como bueno.

7 — 8 puntos, se lo calificacomo muy bueno.

9 — 10 puntos se lo califica como excelente. Montes, et. al. (2004)
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- Organos sexual es accesorios

La evaluacion de las glandulas sexual es accesorias se realiza por palpacion rectal.
Se palparan las ampollas de los ductos deferentes, las glandulas semindes y la
préstata. En los toretes jovenes, €l desarrollo de estas glandulas es indicativo de la
funcion testicular, ya que todas son andrégeno-dependientes. La lesién més
comun es la vesiculitis, la cua cuando va acompariada de leucocitos en el semen,

es caracteristica de enfermedades infecciosas. Mufioz, M. y Paucar N (2005).
- Prepucio y pené

El prepucio debe ser pal pado para descartar |a presencia de adherencias, heridas o
hematomas. Anormalidades en e pené son motivo de descalificacion, como
hipoplasia del glande, duplicacion parcial o total del pené, persistenciadel frenillo
del pené, ausencia total de la flexura sigmoidea, la cual se detectaria por la

presencia de un pené corto. Fernandez De Cordova Y De La Barrera, Luis. (2009)
- Escroto

Se debe redizar por la parte posterior y observar € escroto. La temperatura
ambiental debe ser cdlida para evitar que € escroto se contraiga y se obtenga una
ideafasade su forma. Lapiel debe estar libre de lesiones o heridas que pudieran
comprometer la salud de los testiculos. Existen diferentes formas de escroto el de
cuello bien definido, generaimente permiten un buen desarrollo testicular; €
escroto de cuello muy corto podria causar problemas con € mecanismo
termorregulador del testiculo, causando patol ogias testiculares. Rutter, B. (2006)

-  Testiculos

Machos con testiculos de tamafio y forma diferente, deben ser observados con
reserva. Cualquier asimetria es un indicador de lesiones, anormalidades
anatdmicas o enfermedades testiculares. Generamente, e testiculo derecho es
ligeramente mas pequefio que €l izquierdo. El descenso incompleto de los
testiculos es conocido como criptorquidea. Fernandez De Cérdova Y De La
Barrera, Luis. (2009)
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Animales con un sdlo testiculo o con descenso parcia de aguno de ellos o de
ambos, deben ser eliminados, ya que se ha comprobado que es una condicién
hereditaria; por otro lado, un anima con un solo testiculo, aunque pueda
reproducirse, tendria su capacidad disminuida a la mitad. Se deben valorar tres
puntos importantes movilidad, consistencia elastica, tamafio, debe dedlizarse sin
dificultad, no sensibles a la palpacion, simétricos. El tamafio y la forma de los
testiculos son muy importante ya que la produccion de espermatozoides depende
del volumen de €ellos, un gramo de testiculos produce: 3 x 10° espermatozoides
por dia. Russo, A. (2006)

- Lacircunferencia escrotal

Debe ser siempre medida. Existe una correlacion entre €l peso de los testiculos y
la circunferencia escrotal y entre el peso de los testiculos y la produccion de
espermatozoides, de manera tal, que a escoger animales con una circunferencia
escrotal mayor, indirectamente se hace seleccién por produccién de
espermatozoides. Hafez (2001)

Lacircunferenciaescrotal se mide con una cinta metélica especial para esos fines.
Se coloca en € diametro mas ancho de los testiculos, después de haberlos
desplazado hacia € fondo del escroto. Se ha demostrado que animales mestizos
con testiculos muy pequefios, menores de 30 cm a los dos afios de edad, no deben

ser seleccionados como reproductores. Gustavo. A. Palma (2001)

- Epididimo

Se debe comenzar por la cola para continuar con € cuerpo, en la cara interna del
testiculo y terminar en la cabeza. Se debe buscar inflamaciones, engrosamientos,
aplasias, malformaciones. Cualquier alteracion debe ser vista con reserva por
parte del evaluador y desechar € animal que se esté evaluando. Es importante
recordar que es en € epididimo donde se acumulan los espermatozoides, |os
cuales serdn eyaculados en algin momento y s e Organo estd en malas
condiciones, es l6gico pensar que € toro presentara problemas de fertilidad.
Albarran |, Gonzales E, Y Calderén R. (2001)
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1.3 COLECTA Y VALORACION DEL SEMEN BOVINO

1.3.1 EVALUACION SEMINAL

Cuando se rediza la evaluacion seminal es importante tomar en cuenta la edad,
raza, estado nutricional, actividad sexual, método de coleccion, épocay estado de
salud de animal. La evauacion del semen es la principa parte del examen
androldgico para verificar el potencial generandi para la compra y venta de
reproductores antes del inicio de la monta o inseminacion artificial. Gustavo
Palma (2001)

El semen debe ser evaluado por volumen, medido directamente en e tubo
colector, color, olor, motilidad, concentracién y morfologia espermética. Las
muestras de semen pueden ser obtenidas por vagina artificial o por
electroeyaculacion, las Ultimas tienen la misma calidad que las primeras, pero €
volumen, pH y concentracién pueden variar debido a que pudieran ser més
diluidas por tener mayor cantidad de secreciones de las glandulas accesorias.
Rutter, B.(2006.)

Cuando se evallian animales jovenes (entre 1 y 2 afios), es importante tener en
cuenta que el volumen eyaculado y la concentracién espermatica es mas bajay €
porcentaje de espermios anormales puede ser muy ato a compararlo con
eyaculados de toros adultos. En estos casos, € evauador debera considerar si este
trastorno es normal, ya que los toretes a esta edad se encuentran en etapa puberal
y éstos son fendmenos normales asociados con ese periodo de la vida del macho
bovino. Los animales mal alimentados, en reposo sexual, maltratados, bajo estrés
térmico, enfermos, recibiendo tratamientos médicos, pueden tener malas

caracteristicas seminales. Mufioz, M. y Paucar N (2005).

1.3.2 METODO DE COLECTA DE SEMEN

Cuaquiera que sea el método que se vaya a utilizar para colectar semen bovino, es
indispensable la limpieza para no contaminarel semen, e manego adecuado que
incluyen colecta, preparacion sexual, estimulacién sexual, aumentan la cantidad y
calidad del semen obtenido. Herman, et. al. (2004.)
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Cuando se realiza un mangjo adecuado y una buena aimentacion es posible
colectar semen de alta calidad en edad aproximada de 12 meses, dos veces a dia,
0 tres veces por semana para obtener e maximo rendimiento espermético con un
eyaculado promedio de 8 a 16 billones de espermatozoides, con un promedio

semanal de 30 mil billones de células espermaticas. Hafez (2001).
1.3. 2.1 Coleccion de semen por vagina artificial

Existen varios métodos para la recoleccion del semen; sin embargo, € material
seminal de mejor calidad y con menor contaminacion se obtiene por € método de
lavaginaartificial. Es € Unico método indicado para programas de congelacién de
semen, la vagina artificia provoca la eyaculacion a través de los estimulos
térmicos y de contacto.Montes, et. al. (2004)..

la vagina artificial debe tener las mismas condiciones naturales que de la vaca a
fin de despertar € acto reflgjo de eyaculacion, es la técnica més utilizada en todo
el mundo hasta e momento, ya que se consiguen muestras de semen lo mas
natural posible a eyaculado normal. Sornelli, M. (2002)

Lavaginaartificial estd compuesta de un tubo rigido, que mide de 8 a 16 pulgadas
de longitud y 3.5 pulgadas de diametro, en su interior se coloca un tubo de goma
cuyos extremos se doblan sobre e tubo rigido actuando como forro interno
manteniendo la temperatura y presiéon controlada y un tubo colector que termina
en un recipiente. Siendo latemperatura eficaz del interior de la vagina artificial de
38 °C — 48 °C, pudiendo valorarse antes y después de la recogida. Gustavo. A.
Palma (2001).

La coleccion de semen debe redlizarse eligiendo un sitio y lugar adecuado,
preparar € persona que va a trabgjar tanto para la movilizacion del reproductor
como para la colecta, es importante que € érea de coleccion tenga un suelo
antideslizante se debera tomar en cuenta estas recomendaciones:
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Ubicacién neutral y tranguila.

No distante del resto de las instalaciones.

Contiguo al laboratorio.

Evitar €l sol directo, corrientes de airey polvo.

La superficie de salto debe ser antideslizante y medir por lo menos 2.5m x
3.5m Schaetz (2003).

La evaluacion del libido del toro frente a la extraccion de semen con vagina
artificial estainterpretada de la siguiente manerasi selograla extraccion en el ler
sato es considerada como Muy bueno, cuando la extraccién se da entre el 2do o
3er salto es valorada como buena, da darse la extraccion a partir del 4to o 5to salto
se interpretara como regular y extracciones a partir del 6to salto e semental sera
calificado como malo. Weitze, 2001

1.3. 3Valoracion del semen.

Para considerar a un toro como apto reproductivo, asumiendo que es un animal
clinicamente sano, debe cumplir con tres requisitos basicos, como son: buena
libido, buen estado clinico reproductivo y buena calidad espermética.

La evauacion del semen es un punto importante para la certificacion de la aptitud

reproductiva en un toro. Camacho. (2000)

Las técnicas usadas para valoracion semina solamente proporcionan una
estimacion sobre € potencia de fertilizacion de los espermatozoides. Siendo €l
semen con grandes probabilidades de fecundacion e que sea distribuido y
separado. La evaluacion de un solo eyaculado no permite emitir un juicio sobre el
semen, solo luego de varias evauaciones se evitaran interpretaciones erréneas.
Hafez (2001).

Una gran cantidad de andlisis se han desarrollado para determinar la calidad del
semen, necesariamente se evallan tres parametros: concentracion del esperma,
motilidad y morfologia, pero actualmente se valora la integridad y el grado de
funcionadlidad de la membrana espermdtica requisito fundamental para la

fecundacion. Lucero, I. (2009).
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1.3. 3.1 Examen macroscopico

La evaluacion tradicional consiste en la exanimacion fisica 0 macroscopica del
semen que es la primera fase de andlisis antes de empezar en s € procesamiento
en e interior del laboratorio en e cual se toman en cuenta pardmetros como:

apariencia, color, aspecto, olor volumen, pH.Russo, A. (2006)

- Apariencia

El semen puro e indterado aparece como un fluido ligeramente
amarillento(presencia de riboflavina), blanquecino, cremoso espeso, opaco que
indica la ata concentracion de células espermaticas, las muestras transucidas
contienen pocos espermatozoides, la contaminacion del semen puede afectar su
experiencia tornandose una coloracién rosa a parda, dteraciones en la
composicion, como células descamadas, orina, sangre, excremento, pus, son
fuentes de contaminacion indicando infecciones en € tracto reproductivo. Weitze,
2001

Cuando la contaminacion del semen se descubre es importante investigar su
fuente y corregir e problema, ya sea por un cambio en € estado de salud dél toro,
por errores del que procesa, e semen contaminado debe evitarse ya que afecta la
fertilidad o la salud de las hembras que son examinadas con este semen. Gustavo.
A. Palma (2001).

- Volumen

Destaca dos factores que falsean la exactitud de la medida directa del eyaculado:
a) laespuma, b) laimpresién de las graduaciones. ES importante tomar en cuenta
cuando se evallian animales jévenes (entre 1 y 2 afios), que € volumen del
eyaculado y la concentracion espermética es bgja y € porcentaje de espermios
anormales puede ser muy ato, a compararlo con eyaculados de toros adultos.
Hafez (2001.)

La mayoria de los toros y los de menor talla producen menores volumenes de

semen, la mayoria de toros proporcionan promedios de 5 cc por eyaculado pero la
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medida depende de las caracteristicas del méodo de colecta, frecuencia de
extraccion, cantidad de secrecién de las glandulas, tiempo de estimulo, estado de
salud del toro. Teniendo en cuenta que un toro mayor de 2 afos debe tener un
eyaculado de no menos de 4ml. El volumen puede variar entre 2 y 12ml. El toro
eyacula entre 4 a 10 ml de semen con 800 a 2500 millones de espermatozoides
por mililitro. V.M. Medina Robles (2007).

- pH

El pH del toro oscila generamente entre 6.5 a 7.5, promedio de 6.8, puede
alcanzar su neutralidad 7 e incluso una ligera acalinidad, se manifiesta como un
claro indicativo de calidad, ya que existe una correlacion entre este y la
concentracion, la motilidad, porcentaje de espermatozoides vivos, observandose
valores més altos en pH bago y descendiendo estos por encima de 7.2. Macias
(2003)

1.3. 3. 2 Examen microscépico

- Motilidad

Depende de factores intrinsecos (estructura del flagelo, actividad enzimética), y de
factores extrinsecos (composicién bioquimica del medio extracelular en el que se
encuentra el espermatozoide, plasma seminal, moco cervica, etc.). En la
valoracion de la motilidad espermatica hay un aspecto cuantitativo, o porcentagje
de espermatozoides con movilidad, y un aspecto cualitativo, o velocidad y
direccionalidad de los espermatozoides. Russo, A. (2006)

La estimacion subjetiva de la viabilidad de los espermatozoides, utilizando
generamente semen puro y diluido post descongelamiento con la ayuda de un
microscopio, la valoracién de semen puro indica € comportamiento del
espermatozoide en e liquido de las glandulas accesoria, cuando hay

concentraciones elevadas dificultala valoracion de la motilidad. Lucero, 1. (2009).
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Se vaoran dos tipos de movimientos ondulatorios en masa e individual, €

movimiento ondulatorio se divide en cuatro categorias:

Muy bueno: torbellino intenso, olas oscurasy claras.  90.95%
Bueno: torbellino mas lento, ondas no tan intensas 80-90%
Regular: movimiento lento, menos ondas. 70-80%
Malo: muy poca actividad en torbellino o ninguna. 0-70%

El porcentaje de motilidad individual se observa rectilineo y progresivo (correcto)

en semen fresco, diluido y post congelado son determinados por patrones de

movimiento y con una puntuacién que va de o a 5, siendo 5 € mas optimo

movimiento progresivo muy rdpido, en €l cual las células son dificiles de seguir
visualmente (80-100%)Lucero, I. (2009).

CUADRO 3.- Vaoracion delamotilidad en masa espermética

Categoria | Descripcion Por centaje

0 Movimiento inexistente 10-0%

1 Movimiento casi inexistente. 10-20%

2 Movimiento reducido (lento, con ondas planas, sin | 20-40%
formacion de sombras.)

3 Ondas de menor intensidad con formacion de | 40-60%
sombras.

4 Movimiento fuerte de ondas, con contracorriente y | 60-80%
formacion de sombras.

5 Fuertes turbulencias con forma de omega con | 80-100%

movimientos de contracorriente.

Fuente:Gustavo. A. Palma (2001).
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- Concentracion

El nimero exacto de espermatozoides por unidad de volumen (ml) es de mucha
importancia, ya que la tasa de dilucion depende de este valor, con € cua se
realiza el nimero de unidades reproductivas 0 pajuelas para inseminar, cundo €l
semen del toro tiene una concentracion de cero se determina que existe una
azoospermia, y si la concentracion es baja es oligozospermia, la concentracion
normal de espermatozoides es de 2 x 10® espermatozoides por ml, en toros
jovenes 1 x 10® espermatozoides por ml en toros adultos teniendo un promedio de

300 a 25000 millones de espermatozoides por ml. Krause & Dittmar, 2002

- Morfologiacelular

Lamorfologia del semen significa e estudio de laforma del esperma, midiéndose
el porcentgje del esperma normal y anormal clasificandolas como primarias o
secundarias, dependiendo si € defecto ocurre durante la formacion de lacélula, en
la espermatogénesis en e testiculo, dentro del epididimo o en € laboratorio.
Galina Carlos. (2008)

La porcién de espermatozoides vivos puede determinarse utilizando técnicas de
tincion basadas en e principio de que las células muertas cuyas membranas
plasméticas estan dafiadas permite la entrada de ciertos colorantes. La fertilidad
reducida ocurre generalmente cuando el nimero de defectos son mayores de 18 a
20 %. Las anormalidades primarias no deben superar € 5% y son determinantes
de baja fertilidad, los defectos secundarios no estdn generamente considerados

como serios y no afecta lafertilidad.Sullivan (2009)

Figura 4: malformaciones espermaticas primarias

Adteraciones primaras
Especificas Inespecificas
Defectos de Alteraciones

acrosoma e SR de la forma
de la cabeza

Deformaciones i Deformaciones de

la porcion media
de la cabezra v de la cola

o Malformaciones
de la porcién = — M—— dobles
intermedia

Fuente: http://mww.reprobovitec.com Gustavo. A. Palma (20011)
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Figura 4: malformaciones esperméticas primarias

Alteraciones secundarias

Cabezas sueltas e

Acrosomas

desprendidos

Colas
deformadas

Fuente: http: //www.r eprobovitec.com Gustavo. A. Palma (20011)

1.3.3.2 Prueba De Hipo6smosis HOST

Es una prueba para la evaluacion de laintegridad y funcionalidad de la membrana
plasmética del espermatozoide, asociada a su capacidad de penetracién a ovulo.
Este ensayo permite medir la habilidad del espermatozoide para transportar
fluidos, ademés de ser una prueba adicional para el andlisis de semen. . Mufioz, M.
y Paucar N (2005).

El test de endésmosis consiste en situar 10s espermatozoides en presencia de un
medio de presién osmética mas baja que la fisioldgica, lo que causa una entrada
de agua en la célula en un intento de equilibrar la presién osmaética interna con la
del medio externo. Para que esta respuesta se produzca, la membrana plasmatica
del espermatozoide debe estar integra y con los mecanismos de intercambio de

fluidos funcionando correctamente. Lucero, I. (2009).

La entrada de agua provoca en estas células un hinchamiento y enrollamiento del
flagelo. Las células con la membrana fisica o funcionalmente dafiada no
experimentan cambios en la forma del flagelo. Los valores obtenidos en esta
prueba se correlacionan con otros parametros de calidad seminal, como la
motilidad, laviabilidad o |la morfologia. Camacho. (2000).
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Los espermatozoides suspendidos en un medio hipoosmético ocasiona un
desequilibrio osmaético entre e medio extracelular y € intracelular, situacién que
el espermatozoide trata de vencer incorporando agua a compartimiento
intracelular y como consecuencia, la célula aumenta volumen pareciendo

hinchada |o que visualizara mejor su cola. Gonzales, R. (2002).

En esta técnica € semen se incuba a 37 °C por 30 minutos en una solucion
hipoosmética y se realizan observaciones seriadas (30 minutos, 1 y 2 horas), se
fijala muestra determinéndose € porcentaje de espermatozoides vivos los cuales
reaccionan a shock osmético enrollando la cola, a mayor porcentaje de estos,
mayor serd la calidad de la muestra. El estado funcional de la membrana
espermatica puede ser un indicador de la capacidad fecundante. Se consideran
valores normales un 61 % de espermatozoides hinchados, valores inferiores al 60

% se consideran patol 6gicos.Lucero, |. (2009)..

CUADRO 4.- Clasificacion en funcion al grado de reaccién en lacola

Reaccion 1 Espermatozoi des sin reaccion o negativos.
Reaccion 2 Espermatozoides con reaccion en laporcion final de lacola
Reaccion 3 Espermatozoides con colas en forma de |&igos.
Reaccion 4 Espermatozoides con colas en formade ovillos.

Fuente: Camacho, 2000.

1.3. 3.3 Test para determinar porcentajes de acrosomas intactos. (ORT)

La frecuencia de espermatozoides crioconservados con membranas plasméticas
intactas pueden ser fécilmente determinados con test muy sencillos y practicos
como € de resistencia a cambios osméticos llamado ORT, que se basa en la
reaccion de la membrana de |os espermatozoides cuando se exponen a soluciones

hipoosmodticas. Rodriguez, H. (2001)
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Esta prueba permite anadizar con un ato grado de fiabilidad la calidad
espermética, la determinacion del porcentaje de acrosomas intactos es un método
morfolégico de medicion de la viabilidad post descongelacion € cua tiene
correlacion con la fertilidad, es un valioso complemento de la motilidad para
determinar laviabilidad y fertilidad potencial del semen congelado, para examinar
el acrosoma el movimiento de los espermatozoides debe ser detenido, fijando las
membranas y previniendo su deterior, doscientas células deben ser examinadas a

1000 aumentos inmediatamente después de la congel acion. Catena, M (1999).

La accion del medio hipoosmético en los espermatozoides afecta aquellos cuya
membrana citoplasmatica a sufrido alguna alteracion a diferencia de los
espermatozoides que aparecen intactos a nivel de la zona acrosomica estos no
sufriran los efectos del medio hipoosmético.El resultado de dichotest clasificalas
dosis seminales en cinco categorias en funcion de su calidad:

SEMEN FRESCO
Muy buenos > 71%
Buenos 64-71 %
Regulares: 54-63%
Malos: 45-53%
Muy malos. < 45%

SEMEN POST DESCONGELADO.

0 hs: 50 % de acrosomas intactos

1.3. 34Test determoresistencia (TTR).

Al colocar las muestras de semen a una temperatura de 36 a 38 °C, se estudia €
tiempo de supervivencia de las células, obteniendo asi una estimaciéon de la
viabilidad, fertilidad y capacidad de almacenamiento. Al descongelar el semen a
determinada temperatura e ir haciendo evaluaciones a medida que pasa e tiempo,
después de este periodo se examina al microscopio observando € porcentgje de

motilidad progresiva. Decuadro (1997).
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- Porcentgje de espermatozoides vivos y muertos

La determinacion del porcentaje de espermatozoides vivos y muertos necesita un
frotis y una tincién en donde las cabezas de los espermatozoides muertos en €
momento previo de la preparacion del frotis se tifien de rojo, no asi los vivos; en
el eyaculado que presenta mas de 20% de espermatozoides muertos deberdn ser
eliminados. Catena M. (2000).

La relacion vivos y muertos es otro parametro importante, sobre todo para la
conservacion del semen, un espermatozoide muerto libera enzimas entre las que
se encuentra las del acrosoma que van a producir dafios en las membranas de los
vivos, lo que provoca un mayor nimero de espermatozoides dafiados y por
consiguiente pérdida de la calidad de las dosis seminales. Herman, et. al. (2004)

1.4 DILUCION Y CONSERVACION DE SEMEN BOVINO

Por diluyente entendemos como una solucidn acuosa que permite aumentar €
volumen del eyaculado, hasta conseguir las dosis necesarias y preservar las
caracteristicas funcionales de las células esperméticas y mantener € nivel de
fertilidad adecuado. Gadea, J. (2003).

La concentracién de espermatozoides en € semen es dta, € objetivo de los
diluyentes es aumentar € volumen del eyaculado con suficientes células
espermaticas, € diluyente ayuda a conservar la viabilidad del espermatozoide para
gue un nimero grande de hembras puedan ser inseminadas, también debe ayudar
alapreservacion y longevidad de los espermatozoides. Herman, et. al. (2004).

El futuro de la reproduccion requerira no solamente de pruebas practicas para
determinar componentes fertilizadores en los eyaculados, sino también la
incorporacién de aditivos a los diluyentes para asegurar su fertilidad. Debido a
gue la motilidad espermética es susceptible a efectosambientales (calor, frio
eXCcesivos), es necesario proteger a semen de agentes perjudiciales antes del
andlisis. Spermnotes (2001)
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141 CLASESDE DILUYENTES

1.4.1.1 Requisitos de los diluyentes

El diluyente debe aportar nutrientes necesarios para el mantenimiento metabdlico
de la célula espermatica abasteciéndola de energia y nutrientes (glucosa), la
proteccion frente a shock térmico por frio, controlar e pH del medio
(bicarbonato, TRISS, HEPES), la presion osmdtica (sales de CLNa KCL) y la
inhibicién del desarrollo bacteriano (antibiéticos), aumentar € volumen del semen

para que se pueda utilizar en varias dosis seminaes. Gadega. J (2003)

La presion osmética y e pH del diluyente deben gjustarse para favorecer la
supervivencia espermatica, mantener la osmolaridad del diluyente préximo a la
isotonicidad y favorecer la motilidad espermética, los diluyentes de semen

contienen genera mente:

Amortiguadores como citrato de sodio, amortiguador organico Tris
(hidroximetil aminometano).

Y ema de huevo o leche |os cuales contienen macromol écul as que protegen
la vida del espermatozoide contra variaciones de temperatura, interviene
enlamotilidad y lafertilidad espermatica.

Fuentes de energia necesarias para la motilidad como fructosa, glucosa
para preservar las reservas intracelulares.

Crioprotector intracelular que reduce la formacion de cristales y solutos
gue se producen durante la congelaciéon como glicerol, DMSO (dimetil
sulfoxido) y etilinglicol.

Antibidticos como tilosing, gentamicina, penicilina,
dihidroestreptomocina. Para inhibir la proliferacion de agentes

microbianos. Lucero, . (2009).
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1.4.1.2 Diluyentes para congelacion.

La congelacién goza de claras ventajas ya que € semen puede ser amacenado por
periodos dilatados de tiempo, permite su transporte con facilidad. El semen debe
ser protegido de los efectos de la congelacion y de la manipulacién que
determinarian la muerte del espermatozoide, por esta razon se afiade a semen
diluyentes que contengan un sustrato nutritivo, una sustancia para proteger a los
espermatozoides de las lesiones provocadas por la congelacién y cambios de
temperatura, un tampén para evitar cambios de pH y presiéon osmotica,
antibi6ticos.V.M. Medina Robles (2007)..

El glicerol como crioprotector produce menor dafio celular al espermatozoide que
otros productos como DM SO, la concentracion requerida de glicerol para proteger
a un maximo de espermatozoides, se determina mediante la velocidad de
enfriamiento y del descongel amiento reduciendo laformacion de hielo intracelular

evitando la muerte del espermatozoide. Hafez (2001).

La yema de huevo actlia como protector y conservador del espermatozoide, es €
mas reconocido y utilizado aln hoy, aunque su exceso puede ser contraproducente
en e mantenimiento de la integridad ultraestructural del espermatozoide,
pudiendo afectar a la fecundacion o la norma descondensacion nuclear de la
croméatina o aterar laviabilidad del embrion. Ungerfeld (2002).

La contaminacién bacteriana produce una serie de dteraciones como la
disminucion de la motilidad, aglutinaciones espermadticas, aumento de los
acrosomas aterados y unareduccion del pH hasta niveles &cidos. La adicion de un
antibiético en la adecuada concentracion favorecera la supervivencia espermética
y se incrementaran los resultados de fertilidad. Andromed, Triladyl, Biochipos,
Laichipos son la alternativa en diluyentes. Lamentablemente la composicién
cuantitativa de estos medios no es conocida, ya que esta protegida por razones
comerciaes por 1o que hasta d momento se dispone de escaza informacién de los
resultados de fertilidad. Gadea J. (2003)
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1.4.1.3 Diluyentes utilizados en Ecuador.

CUADRO 5.- Diluyente Y ema Citrato

Citrato de sodio 239
Aguadestilada 100ml

Y ema de huevo 20 ml
Penicilina 500-1000 Ul
Glicerina 7%
Estreptomicina Img/ml

CUADRO 6.- Diluyente ANDROMED

Aguabidestilada 200 ml
Fructosa *

Glicerol*

Acido citrico*

Buffers*

Fosfolipidos*

Spectomicina 30 mg
Lincomisina 15mg
Tylosina 5.0mg
Gentamicina 25.0 mg

La preparaciéon de los diluyentes, requiere de detalles y mucha atencion en
especia en la manipulacion de reactivos o sustancias que van a ser utilizadas en la
elaboracion del mismo, ateraciones en la composicion 0 contaminacion puede
perjudicar la calidad del diluyente preparado en funcién del tiempo de duracién

del mismo y la adaptabilidad con los espermatozoides.. Palomino, J. (2001).
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1.4.1.4 Diluyente a utilizar en la investigacién

CUADRO 7.- DILUYENTE TRILADYL

Agua bidestilada 100 ml
Glyceral 6.4 %
Tris*

Acido citrico*

Fructosa*

Tylosina 5mg
Gentamicina 25mg
Lincomicina 15 mg

* Cantidades no reveladas por |os fabricantes. Sujetas a mantener la osmolaridad del producto

- Caracteristicas del diluyente Triladyl

Triladyl es un concentrado para la preparacion de un diluyente de semen que esta
basado en e tampon TRIS. Es un diluyente de un solo paso que nos permite
procesar semen a temperatura ambiente, es e diluyente mas recomendado para la
congelacion de semen de rumiantes, ofrece resultados de descongelacién de todos
los eyaculados. http//:www.MiniTub.com. (2011).

El diluyente de semen listo para la aplicacién consiste en una parte de de
TRILADYL concentrado, tres partes de agua bidestilada y una parte de yema de
huevo aproximadamente e 20%. Triladyl (250 ml), se vacia en un matraz
graduado y se mezcla con 750 ml de agua bidestilada. Esta solucion puede

mantenerse a + 5 °C hasta una semana. http//: www.sper mnotes.com. (2011).

Se debe agregar 250 ml de yema de huevo. Los huevos se abren cuidadosamente y
la yema debe separarse completamente de la clara 'y de las membranas. Para ello
se coloca cada yema sobre el papel filtro se la punciona hasta que escurra. Una
vez obtenida la cantidad necesaria de yema de huevo esta debe ser bien mezclada
con un agitador de cristal hasta obtener una solucion uniforme, se debe evitar la
formacion de espuma. http//:www.MiniTub.com. (2011).
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Después de la coleccion de semen, € eyaculado debe ser mantenido en un bafio
maria entre 26 °C, € semen se diluye en una relacion de 1:1 en e envase de
coleccion, € diluyente es afiadido lentamente y con precaucién. Después € semen
es trasladado a un recipiente més grande y la dilucién fina es redizada en la
misma relacion 1:1, es importante mantener |la misma temperatura entre semen —

diluyente y recipiente.http//: www.sper mnotes.com. (2011).

1.4.2 METODOS DE DILUCION FINAL

La dilucion debe planificarse de manera que & nuimero de espermatozoides
presentes en un envase adecuado para su mango e inseminacion debe ser
suficiente, debe ser mezclado inmediatamente después de la eyaculacion en
relacion 1:1, la dilucion depende de la concentracion inicial. La concentracion y
motilidad de los espermatozoides en las muestras de semen colectadas, determina
el rango o grado de dilucion, pero no determinan una fertilidad garantizada.
Rutter, B. (2006).

1.4.2.1 Concentracién Espermatica

El nmero de pajuelas de pajuelas debe asignarse en funcién de la calidad original
del semen, la edad del toro y de su ritmo de colecta. Con toros muy fértiles puede
utilizarse concentraciones extremadamente bgas de 5 — 8 millones de
espermatozoides totales por pajuela, siempre que €l toro tenga un ritmo de colecta

continuo (2 eyaculados por sema). Como dato referencia en Francia se utilizan:
15 millones de espermatozoides en toros elite.

20 millones en toros estandar.
23 millones en toros de testgje (fertilidad desconocida). Decuadro H. (2002).
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1.4.3 CONGELACION DE SEMEN

La fertilidad del semen congelado depende de la dilucién final, del método de
glicerinizacion, de la rapidez de la congelacion y de la estabilidad de la
temperatura durante la conservacion. La crioconservacion intenta asegurar la
supervivencia de las células esperméticas sin embargo el dafio es irreversible
alterando las membranas del esperma gue causando la muerte de la célulay fallas

en la capacitacion perturbando la habilidad de fertilizar. Rodriguez (2000).

La bga fertilidad del semen crioconservados es atribuida a cambios ultra
estructurales, bioquimicos y funcionales que sufre una porcién significativa de las
células esperméticas y que conducen a un transporte insuficiente de y perdida de
viabilidad en e tracto genital.Los cambios ultra estructurales afectan
principamente a las membranas, debido a la reordenacién de lipidos
membranosos durante la congel acién —descongel acion, alterando las asociaciones

lipido-lipido y lipido proteinas. Hernan, et. al. (2004).

El nitrégeno liquido es € refrigerante de el eccion para conservar semen por largos
periodos de tiempo y a baas temperaturas, existe gran variedad de tanques
amacenadores, varian en tamafio y con centrales de amacenamiento de varios
cientos de miles de pgjillas, y con reserva de nitrégeno hasta por 6 meses, la
pérdida del nivel de nitrégeno en estos tanque refrigerantes puede ser letal para el

espermatozoide aunque aparentemente e semen esta congelado.Palma, G. (2001).

El semen diluido a temperatura ambiente (30 ©) es la base del inicio de la curva
del enfriamiento, que se inicia en € bafio maria a razén de 1.5 °C por minuto,
hasta alcanzar una temperatura cercana a cambio de fase 4 — 5 °C, durante €
enfriamiento &l espermatozoide reduce su metabolismo a la vez que comienza un

intercambio de sustancias através de la membrana celular. Rutter, B. (2006).
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Es necesario un periodo de equilibramiento de latemperatura (4- 5 °C) arededor d
1.5 a 2 horas en lo que se consigue un balance osmolar entre e medio intra y
extracelular especialmente cuando € glicerol es incorporado a esta temperatura.
La congelacion se consigue a llegar a la temperatura de -79 °C, lo que se logra a
una distancia de 4 a5 cm del nivel del nitrogeno liquido durante 4 a 5 minutos.
Este método puede variar dependiendo de la susceptibilidad del semen con
diferentes tiempos y alturas de vapor de nitrégeno liquido antes de ser sumergidas
a-196°C. Ungerfeld (2002).

En la actualidad los métodos tradicionales de congelacion han sido remplazados
por la tecnologia computarizada que ha logrado optimizar en tiempo y recursos €l
congelamiento de semen bovino, a garantizar curvas de congelamiento exactas se
disminuye e porcentgje de mortalidad considerablemente. Un claro giemplo de
tecnologia es e CRIOCONSERVADOR ICE CUBE 15M-SY LAB, patentado de
la compafiia Mini Tlbe. El cual posee un sistema computarizado que desciende la
temperaturade 10 a-25 °C en un tiempo de 5 minutos y luego desciende de -25 °C
a-180°C en un tiempo de 10 a 20 minutos. AGSO-GENES (2011).

Los principales dafios que sufren los espermatozoides durante € proceso de
congelamiento son € estrés térmico, mecanico, quimico y osmético impuesto
sobre la membrana, dafios atribuidos a alteraciones osmaéticas y a la formacién de
hielo intracelular, ambos fendmenos relacionados entre si, € estrés inducido por
la formacion de cristales de hielo, esta principalmente asociado con € cambio de

laosmolaridad de lafraccién no congelada. Gobello (2004).

1.44 DESCONGELAMIENTO DEL SEMEN

Después de la descongel acién |os espermatozoides no sobreviven tanto como los
han sido congelados y no resiste a un segundo congelamiento, es por eso que €l
descongelamiento debe controlarse para evitar matar las células por
sobrecalentamiento. Cuando e semen crioconservados es descongelado al ser
transferido del tanque de nitrdgeno a un bafio de agua a temperatura controlada a
37°C durante 15-20 segundos para una pajuelade 0.50. AGSO-GENES (2011).
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La velocidad de descongelamiento depende de la velocidad con que este fue
congelado, s fue moderadamente; el hielo intracelular difunde lentamente a los
solutos de la fraccién no congelada, esto hace que € agua se difunda lentamente
en € interior de los espermatozoides, diluyendo a los solutos a las
concentraciones iniciales, si la descongelacion es répida y e hielo se disuelve
rapidamente, diluye los solutos extracelulares, si €l agua entra rgpidamente a los
espermatozoides que continlan con una ata concentracion de solutos
lesiondndolos. V.M. Medina Robles (2007).

El semen puede ser descongelado a muy variadas temperaturas desde 0°C en hielo
fundente por varios minutos, hasta agua hirviendo por 2 a 3 segundos. El tiempo y
la temperatura dependeréan de la relacion érea volumen del envase de semen, de
los diluyentes y crioprotectores usados; por estos motivos es importante seguir las
instrucciones de cada centro que envasa semen. AGSO-GENES (2011).

1.5ALOE VERA
1.5.1 CARACTERISTICAS

No es fécil encontrar en la naturaleza una planta que relina tantas propiedades
beneficiosas para la salud en general. Hasta el momento se han descrito mas de
200 sustancias contenidas en e aoe vera. Concentra un altissimo porcentaje de
agua en su interior, de hecho e 95,5% de la planta estd compuesta de agua y slo
el 5% de otros componentes solidos como: vitaminas hidrosolubles y liposolubles,
sales minerales y oligoelementos. El aloe aporta diecinueve de los veintidos
aminoacidos que necesita e organismo, siete de los cuales son

esenciaes.Caballero y Cafas, (2002)

La sabila es un estimulante de crecimiento ya que en su composicion quimica, se
encuentra el fosfato de manosa, su principal funcion es que actla comoagente de
crecimientos de los tejidos.Lashojas estdn compuestas de tres capas. una
proteccion coridcea exterior, una capa fibrosa debajo de ésta donde se concentra
laaoina, €l corazdn gelatinoso donde almacena sus reservas de agua 'y con € que

se preparan innumerabl es productos farmacéuticos. Rodriguez H. (2004)
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Actuamente, hay més de 250 diversas variedades reconocidas de aoe, de las
cuales, solamente tres o cuatro tienen caracteristicas curativas o medicinales
significativas. La més potente de éstas, rica en vitaminas, minerales, aminoacidos,
y enzimas es Barbadensis Molinero del Aloe, conocido cominmente como aloe
vera. Yaron, (1995).

La sabila contiene 13 de los 17 minerales necesarios para la buena
nutricion,aporta 20 de los 22 aminoécidos conocidos, ocho de estos son esenciales
ydeben ser proporcionados desde una fuente externa, ya que € cuerpo no lospuede
producir y esta probado que consumir e jugo de sabila es una de lasmejores
fuentes para proporcionar a cuerpo estos aminoacidos. La sdbilatambién contiene
enzimas naturales y minerales necesarios para € organismoya que las enzimas
ayudan a redizar la reaccién quimica de vitaminas, minerales y hormonas
Vézquez, (2001).

1.5.2 COMPONENTESY BENEFICIOS

CUADRO 8.- Principales componentes del aloe vera.

Componentes Beneficiosdel Aloevera.
Aminoacidos Interviene en laformacion de proteinas.
Creatinina Ayuda en reacciones de almacengje y transmision de la
energia.
Minerales Calcio, magnesio, fésforo, potasio, zinc, cobre.

Saponinas Antiséptico.

Mucopolisacéridos | Responsables de la hidratacion celular

Enzimas Intervienen en la estimulacion de las defensas del
organismo.
Vitaminas Hidrosolublesy liposolubles.
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1.5.3LAS SAPONINAS

Son sustancias vegetdes solubles, detergentes naturales con propiedades
antisépticas y antibidticas. La propiedad mas importante del Aloe Vera en la piel
en relacién con la desobstruccion de los poros son las propiedades saponificadoras
de la combinacion aminoacidos/polisacéridos, que transforman los depdsitos
grasos que obstruyen |os poros en sustancias jabonosas. Una de | as sustancias més
activas del Aloe en la saponificacion es e &cido urénico, que reacciona con las
sustancias grasas transforméndolas en sustancias facilmente solubles en agua.
Bermejo, J. 2003.

Las saponinas esteroidales son compuestos que poseen una estructura compleja
formada por un nucleo esteroidal hidrofébico y una parte hidrofilica constituida
por unidades de monosacaridos. Estdn ampliamente distribuidas en € reino
vegetal y aunque en mayor o menor medida se encuentran en una gran cantidad de
plantas, son especiamente abundantes en algunas familias, entre ellas la
Agavaceae. Por hidrolisis de las saponinas se obtienen las sapogeninas
esteroidales, de gran interés para la industria farmacéutica por ser precursores en

lasintesis de hormonasy corticoides. Parente, J. P. 2002

La extraccion de saponinas se define como un tronco comin de metodologias
utilizadas como: Proceso de desengrase del material vegetal: EI mismo tiene como
objetivo eliminar los compuestos lipidicos que posee la planta, que pueden afectar
operaciones posteriores. El desangre puede redlizarse directamente a material

vegetal o extractos obtenidos de éste.
1.6 SURFACTANTE

Cuaquier sustancia o producto que reduce la tensién interfacia entre dos
superficies en contacto. Los agentes activos superficidles o surfactantes son
moléculas que contienen un segmento liposoluble (soluble en aceite) y otro
hidrosoluble (soluble en agua). La solubilidad parcial tanto en agua como en
aceite permite a surfactante ocupar lainterface Alvaro Fernandez (2004).
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Los surfactantes anionicos son agquellos que en solucién acuosa se disocian en un
anion anfifilo y un cation, € cua es generalmente un metal acalino o un amonio
cuaternario. A este tipo pertenecen los surfactantes de mayor produccion:
detergentes como alquilbenceno sulfonatos, jabones o sales de écidos carboxilicos

grasos, espumantes como €l lauril éste sulfato etc. Salager J. (2004)

161 EFECTO DE UN SURFACTANTE EN LA INTEGRIDAD DEL
ESPERMATOZOIDE

El uso de sustancias tensoactivas en ensayos de criopreservacion de semen
porcino, ovino y bovino ha sido una constante investigacion cuyo propésito ha
sido la disminucion de la mortalidad espermética. La adicién a diluyente de un
detergente comercia (Orvus Es Paste OEP1) demostré tener un efecto favorable
sobre la integridad de los acrosomas en presencia de yema de huevo. El
compuesto comercia utilizado fue descrito como un tensido constituido por una
mezclade Na- y trietanolamino-laurilsulfato (STLS).Graham (2001).

El mecanismo bioquimico por e cual e detergente produce |a estabilizacion de la
membrana espermética no esta claramente dilucidado. Pudiera deberse a una
mayor permeabilizacion de ellas. Haciéndola mas permeable alos solutos, através
de microporos, se evitaria una ruptura mayor, a consecuencia de |os desequilibrios
osmoticos durante la dilucién y congelacién/des-congelacion de las células.
Salamon y Maxwell. (2001)

La baa fertilidad del semen crioconservado es atribuida a cambios
ultraestructurales, bioquimicos y funcionales que sufre una proporcién
significativa de las células espermaticas y que conducen a un transporte
insuficiente y pérdida de viabilidad de los espermatozoides en e tracto genital
Salamon y Maxwell, (2001).
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Los cambios ultraestructurales afectan principa mente a las membranas, debido a
reordenacion de los lipidos membranosos durante la congel aci on-descongel acién,
alterando las asociaciones lipido-lipido y lipido-proteinas, necesarias para una

funcion normal de las membranas Parks y Graham, (2002).

Se ha constatado que € dafiopor la congelacion es més severo en espermatozoides
0Vvinos que en espermatozoides bovinos, particularmente sobre la integridad de su
borde apical, area que es mas sensible que e segmento postacrosomal y de la
piezaintermedia. Por ello, la motilidad espermatica de |os espermatozoi des ovinos
crioconservados es habitualmente mayor que la integridad morfolégica de sus

acrosomas.Salamon y Maxwell, (2001).
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CAPITULO 2

MATERIALESY METODOS
2.1 UBICACION

El presente trabajo investigativo se lo realizo en el Centro de Desarrollo Genético
y Capacitacion de la Asociacion de Ganaderos de la Sierray € Oriente, parroguia
Guamani, Cantén Quito, Provincia de Pichincha.Ubicados a 2.850 m.s.n.m, con
una temperatura media anual de 13,5 °C, precipitacion media anua de 2197.7

mm.
22 MATERIALES

L os materiales mas relevantes de la investigacién fueron los siguientes:
Animales.

Un macho reproductor raza Pizan, edad 1 afio 5 meses.

Un macho reproductor raza Holstein, edad 3 afios.

Un macho reproductor raza Holstein- Factor rojo, edad 2 afos 8 meses.
Diluyente.

Triladyl.

Surfactante Natural.

Aloevera

Implementos para la preparacion del diluyente.

Probetas

Matraz Erlen Meyer

Vaso de precipitacion.

Embudos.

Agitador de vidrio.
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Papel filtro.

Agua bidestilada.

Y ema de huevo fresca
Refrigerador.
Implementos para la coleccién de semen
Maniqui.

Brete o sujetador.

Vaginaartificial.

Vana

Cono.

Tubo colector graduado.
Ligas de caucho.
Termoémetro.

Aguacadiente.

Guantes de goma.

Overol y Botas.

Material para analisismacroy microscopio del semen.

Microscopios.

Bafo Maria

Plancha térmica.
Gradillas metélicas.
Portay cubre objetos.

Camara de Neubauer-Thomas.
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Pipetas.

Indicadores de Ph.

Tubos de ensayo.

Sustancias quimicas: tincion vital eosina-nigrosina, fructuosa.

Materiales para la congelacion de semen.

M aguina envasadora y selladora semi-automética de pajuelas (Minitub).

Pajuelas de 0.50 ml.
Termo de nitrégeno liquido para mantenimiento de pajuelas.
Crioconservador Ice Cube (Minitub).
Rack de 0.50 para 50, 100, 500 pajuelas.
Nitrégeno liquido.
Bomba de vacio.
Vaso de precipitacion.
Varios.
Camarafotografica.
Computadora.

Material de papeleria.
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2.3- METODOS

METODOLOGIA

El méodo de estudio que seempleo en la investigacion fue de tipo
EXPERIMENTAL aplicando € méodo HIPOTETICO-DEDUCTIVO ya que a
través de las hipétesis planteadas se esper6 demostrar si la adicion de un
surfactante natural (aloe vera) influird en la disminucion de la mortalidad de

espermatozoides antes y después de la crio-conservacion en nitrégeno liquido.

Los animales utilizados en & experimento fueron evaluados andrologicamente y
se tomaron muestras sanguineas para  descartar  enfermedades
infectocontagiosas.Se continuo con las colectas de la siguiente manera: @) Las
colectas serealizaron cada 15 dias, b) La colecta se proceso solamente si fue apta,
unavez calificada del total del eyaculado se fracciono en partes iguales para cada
tratamiento, este proceso se lo realizo en cada animal hasta completar las 5
montas establecidas, c) se califico el semen fresco, d) posteriormente se diluyé de
acuerdo ala concentracion en los cuatro tratamientos, €) se afiadié el aoe veraen
las concentraciones de la investigacion para los tres tratamientos €) se evalud las

paj uel as post-descongel acion.

Los métodos que se utilizaron para este estudio se los dividié en las siguientes

partes:
1. Evauacion del toro semental
2. Colectade semeny evaluacién seminal.

a) Colecta

b) Evauacion
3. Examen macroscopico valoracion en semen fresco.

a) Aspecto
b) Color
c) pH.

d) Volumen
e) Olor.
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4. Examen microscopico valoracion de semen fresco

a) Motilidad masal

b) Moatilidad individual

c) Concentracion

d) Porcentge de espermatozoides con anormalidades.
€) Porcentgje de espermatozoides vivos y muertos.

f) PruebadeHOST.

g) Pruebade ORT

5. Diluyente, surfactante natural y congelacion.
6. Evaluacion post descongelado:

a) Motilidad individual.

b) Porcentgje de espermatozoides con anormaidades primarias y
secundarias

c) Porcentge de espermatozoides vivos y muertos.

d) Pruebade HOST

€) Pruebade ORT.

1. Evaluacion del toro semental.

En los machos seleccionados se procedié a hacer un examen reproductivo,

dividido este en dos partes:

Historia clinica y anamnesis,se recoge la mayor cantidad de informacion la cual
consiste en una resefia del anima como: raza, peso, edad, estado de salud,
alimentacion, administracion de medicamentos, comportamiento sexual, estado
corporal, realizadala anamnesis se pasara arealizar un examen general, objetivo y

clinico del animal.

El examen general consistio en evaluar puntos especificos para cada animal
seleccionado como: peso vivo, cobertura muscular, comparando con |os patrones
de la raza y de acuerdo a su edad, también se valor6 e sistema respiratorio,

circulatorio y locomotor.
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El examen de los 6rganos genitales se realizé sobre € anima en pie, con €
método de palpacion externa y rectal. El sistema genital fue valorado por
inspeccion y palpacion de: cordones espermaticos, escroto testiculos, epididimos,
S sigmoidea, anillo inguinal, prepucio, genitales internos (comprenden, vesiculas
seminales, conductos deferentes, préstata, glandulas bulbouretrales), valorando
consistencias para descartas hipoplasias, degeneraciones e inflamaciones.

Se evaud d comportamiento sexual vaorando: libido y habilidad sexual,
considerando manifestaciones de cortejo, ereccion y protrusion del pene, monta,
blsqueda, introduccion, eyaculacion, montas completas o incompletas,
eyaculacion répida, potente, profunda. Ademas se redlizara pruebas
complementarias para detectar enfermedades infecciosas con brucelosis,

tuberculosis, trichomonas.(Anexo 13)
b.- EVALUACION.
1) Examen macr oscépico y valoraciéon en semen fresco:

El primer examen arealizarse para valoracion seminales e examen macroscopico
el cual consiste:

a.- Aspecto: se valora segin una escala previamente realizada del grado de

opacidad: 1 regular, 2 bueno, 3 muy bueno.

b.- Color: a igual que € aspecto tiene una escala de valoracién 1 lechoso, 2
blanco, 3 blanco amarillento, pudiendo adoptarse valores intermedios, siendo €l

mejor & blanco cremoso.
c.- pH: se determiné basandose en el indicador universal siendo o optimo 6.8.

d.- Volumen: obtenido por la graduacion del tubo colectado en la vagina
artificial.

e.- Olor: suigenérisde la especie. (Anexo 1)
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2) Examen microscopico valoracion en semen fresco:

a.- Motilidad masal: Para la valoracion se utilizo la técnica de gota gruesa, la
cual consistio en colocar una gota del tamafio de una lenteja de semen fresco puro,
sobre la platina térmica a 37° C, se evalué a una escala subjetiva del 1 a 5
evaluando las ondas y olege espermatico esto fue posible observandolas a
microscopio con un lente de menor aumento y calificando el movimiento de O
100%

b.- Moatilidad individual: se coloca €l semen fresco diluido en un suplemento
caliente o solucién salina fisiol6gica, se coloca unalamina cubre objetos y se mira
a 20 X evaluando € porcentaje de espermatozoides méviles, movimiento hacia €
frente, el nimero de espermatozoides con movimiento al frente se divide entre €l

numero de células totales (mdéviles e inmoviles).(Anexo 1)

El examen consistio en evaluar € porcentaje de espermatozoides con:

Movimiento progresivo rectilineo répido y lento.
Movimiento en € lugar (circular, ondul atorio).

Espermatozoides inmoviles (muertos o en estado de anabiosis).

Se anoto los conteos en porcentgje y en término de decenas, cdificandolas de la

siguiente manera:

10% Movilidad progresiva rgpida
70% Movilidad progresiva lenta.
10% Movilidad en un mismo lugar.
10% Inertes.

La movilidad o motilidad total es la suma de la Movilidad progresiva répida mas
la Movilidad progresiva lenta, cabe destacar que esta es una valoracion subjetiva
basada en |a experiencia del operador que realice la evauacion de las muestras

seminales.
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c.- Contaje espermatico:Para e célculo se utilizo € densimetro de Minitib®,

para lo cual se diluyé una muestra de semen 1:10 en SSF (solucién saina

fisiologica). y se agitd para homogenizar la dilucién, luego se observo atras luz €

ultimo valor del densimetro totalmente visible, posteriormente se dio lectura a la

tabla Minitib® paraleer ladensidad del eyaculado de toro.

El resultado a interpretar el densimetro en una colecta fue €l vaor de 90 con €

factor de dilucion 1:10 con una concentracion de 150 x 10° por cada ml es decir

(150000000 millones de espermatozoides por ml).

A continuacion se esguematiza la tabla utilizada para calcular la concentracion

espermatica, la ventaja de utilizar este aparato es lafacilidad en funcién de tiempo

y resultado inmediato con una precision casi igual a la de fotometro

computarizado que también posee esta compafiia (Minitib®).

CUADRO 9.- Tabla del esper miodensimetro bovino.

FACTOR DE DILUCION

Valor |0.1/10 [0.2/10 |0.3/10 |0.4/10 |0.5/10 |0.6/10 |0.7/10|0.8/10 | 0.9/10|1.0/10
95| 1350| 675| 450| 337| 270 225| 193| 168| 150 135
90| 1500| 750 500| 375 300| 250| 214| 187| 167 150
85| 1650 825| 550| 412| 330 275| 235| 206| 183 165
80| 1800| 900| 600| 450| 360| 300| 257| 225| 200 180
75| 1950 975| 650| 487| 390| 325| 278| 243| 216 195
70| 2100| 1050 700| 525| 420| 350 300| 262| 233 210
65| 2500 1125| 750 562| 450 375| 321| 281 250 225
60| 2450 1225| 816| 612| 490| 408| 350 306| 272 245
55| 2650| 1325| 883 662| 530 441| 37/8| 331| 294 265
50| 2950| 1475| 983| 737| 590| 491| 421| 369| 328 295
45| 3350| 1675| 1116| 837 670| 558| 47/8| 418| 372 335
40| 3750| 1875| 1250 937| 750| 625| 536| 469| 416 375
35| 4250| 2125| 1416| 1062| 850 708| 607| 531| 472 425
30| 4850| 2425| 1616| 1212| 970, 808| 693| 606| 539 485
25| 5550| 2775| 1850| 1387| 1110| 925| 793| 694| 617 555
20| 6350| 3175| 2116| 1787| 1270| 1058| 907| 794| 705 635

Fuente: Guia de uso densimetro Minitiib®.
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d.- Morfologia: se examino en semen fresco y post descongelado. Evaluando el
porcentgje de espermatozoides vivos y muertos, anormalidades primarias y
secundarias. Se colocd una placa porta objetos sobre la plancha térmica en la que
se coloca una gota de eosina-nigrosina sobre un extremo de la placa luego se
coloca una gota de semen a lado delcolorante, se procedid a mesclar con
movimientos oscilatorios suaves y con otra placa se realizo un frotis, se deja secar

lamuestraa ambiente y luego se observa a microscopio(40X—100X).

El contgje de 100 espermatozoides entre vivos y muertos dard €l porcentaje de
cada uno de €ellos, solamente se tifien los espermatozoides que estan muertos a
momento de tener contacto con el colorante, aquellos que estén vivos permanecen
blancos y no se tifien. Los primeros, muertos, si 1o hacen ya que la alteracién de

su membrana plasmatica permite a colorante ingresar en € interior dela célula.
e.- Test de hipoosmasis (HOST).

Serealiz6 ladilucion del semen en un medio hipoosmético de fructosay citrato de
sodio a (100 mOsm/ kg). En un tubo ensayo se coloco e contenido de 0.5 ml de
esta solucion entibiada durante 5 minutos mas 0-1 ml de semen, fue llevada a

bafo Maria a 37 °C durante 20 minutos.

Pasado este tiempo se afiadio a la muestra dos gotas de glutaldehido al 25% para
fijar la muestra, se homogenizo y con una pipeta se tomo una pequefia muestra, se
coloco en un porta objetos, se realizo un frotis y se observo a microscopio, se
conto 200 células a 400X y se caculo € porcentaje. Los espermatozoides con

colas enrolladas estén vivos y estan reaccionantes.

Cuantas mas colas enrolladas mejor calidad y se expresaran en porcentgjes, de
acuerdo a los cambios morfoldgicos de la cola la vaoracion se rediza de la

siguiente manera:
Negativo: Ningun cambio en lacola

Positivo: varios tipos de cambio en la cola, a mayor porcentgje de estos mayor
serd la calidad de la muestra, se considera normal una muestra de semen, si més
del 60 % experimenta hinchazén de la cola y menos del 50 % es considerado

anormal.
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f.- Test dederesistencia osmética (ORT).

Para examinar € acrosoma se utilizo la técnica de resistencia osmoética e cua
consiste en someter a espermatozoide a un cambio brusco de presion aguellos
espermatozoides con el acrosoma intacto no sufrird ninguna ateracion, a
diferencia del aterado que se observara claramente deteriorado.se coloco la
cantidad total de una pajuela en un tubo de ensayo que contenia la solucion, una
pequefia muestra es llevada al microscopio y se valora doscientas células que
deben ser examinadas a 1000 aumento. El resultado de dicho test clasifica las

dosis seminales en cinco categorias en funcién de su calidad

SEMEN FRESCO: Muy buenos > 71%, Buenos 64-71 %,Regulares. 54-
63%,Malos. 45-53%, Muy malos. < 45%

3.- Diluyente, surfactantey congelacion.
a.- Composicion y preparacion del diluyente Triladyl.
Composicion:

Agua bidestilada 100 ml, glicerol a 6,4 %, Tris *, Acido citrico*, Fructosa*,

antibidtico, Tylosinad mg, Gentamicina25 mg, Lincomicinal5 mg

(* Cantidades no reveladas por los fabricantes. Sujetas a mantener la osmolaridad del producto).

b.- Preparacion de diluyente Triladyl

Un frasco completo de diluyente (250 ml) se vacia en un matraz graduado y se
mezcla con 750 ml de agua bidestilada calentada a 30 °C, debe agregarse 250 ml
de yema de huevo, @ diluyente se mezcle con & agitador hasta obtener una
solucion uniforme, por 15 minutos, luego se retira de la estufa y se procede a

filtrar paraluego ser almacenado en refrigeracién hasta su utilizacion.
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Se diluyo & semen con la solucién preparada a temperatura ambiente o a 35 °C.
esto se consiguio colocando en el vaso de precipitacion sobre una gradillainmersa
en € bafio Mariaa 37 °C, en € cua serealizaladilucién completa del semen més

cultivo de Triladyl

c.- Preparacion del surfactante natural (aloe vera).

El Aloe Vera utilizado para adicionarlo a diluyente sera obtenido de la Sabila
comun y sera extraido por desangre de las hojas mas proximas a suelo ya que es
alli en donde se concentrala mayor cantidad de nutrientes.

Se prepard las soluciones de laforma siguiente:
Aloea 10 %.
Aloe a 15%.
Aloea 25 %.

Se tomo 10 ml, 15 ml y 25 ml del extracto de Aloe y se combino con 100 ml de
Agua bidestilada en un matraz para cada concentracion. De esta manera podremos
extraer todos los componentes beneficiosos del aloe vera las cuales son el objeto
de nuestra investigacion, luego se filtrara la muestra en papel filtro especia €
mismo utilizado parafiltrar € diluyente comercial, se adicionara el aloe veraen la
concentracion establecida paralainvestigacion en € mismo instante de la colecta.

d.- Dilucion y preparacion del semen con diluyente Triladyl.

Inmediatamente de finiquitadas las pruebas de calidad seminal, se agregara a
semen un diluyente que no solo sirve paraincrementar el volumen del eyaculado,
y asi poder envasarlo sino que también posee sustancias tales como glicerol,
nutrientes y antibiéticos que brindan alos espermatozoides una proteccion durante
las etapas de enfriado, congelacion y descongelacion y se inicia €l proceso de
descenso térmico y estabilizacion del semen que durara aproximadamente 4 horas.

Al cabo de ese lapso, € semen diluido bajard su temperatura a 5° Celsius.
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Durante las etapas de enfriado, congelacion y descongelacion seinicia el proceso
de descenso térmico y estabilizacion del semen que durard aproximadamente 4

horas. Al cabo de ese lapso, €l semen diluido bajard su temperatura a 5° Celsius.

Después de la coleccidn del semen el eyaculado permanecio en bafio Maria entre
35a36°C, sediluyo € semen 1:1 con Triladyl alamismatemperaturaalamisma
temperatura en € envase de coleccion, afiadiendo € diluyente con precaucion
lentamente.

Después € semen es trasladado a otro envase més grande para ser afladido la otra
parte del diluyente previo calculo de la dosis y diluyente final, de la misma
manera se anadié e aoe vera en las concentraciones establecidas para cada

tratamiento previo caculo de ladosis de diluyente.
e.- Calculodedosisy dilucion final.

Se trabajo con pajuelas de 0.50 ml con una concentracion de espermatozoides de

20 millones. El calculo de ladosis serealizo con la siguiente formula.

Dosis: Volumen x Concentraciéon x % Motilidad x % Normalidad

NUmero de espermatozoides viables por unidad.

Interpretando estaformula el proceso se desarrollo de la siguiente manera:

Volumen: Cantidad (ml) de semen que quedan después de realizado las
pruebas de evaluacion.

Concentracién/ml: NUmero de espermatozoides por mi

% Motilidad: se debe transformar el % en valor absoluto es decir s
encontramos un 90% de motilidad €l valor air en laformula serd 0.90.

% Normales. se obtiene restando e porcentge de anormalidades
encontradas del cien por ciento.

NUmero de espermatozoides por dosis. en e caso de nuestra investigacion
utilizamos un aproximado de 20000000 de células esperméticas por
dosis.(Lucero . 1. 2009)
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Para obtener la cantidad de diluyente necesario para procesar semen bovino se

utiliza la siguiente formula:

Vm: (Numero de dosis x volumen necesario por dosis) — volumen total de

eyaculado

Interpretando esta férmula se puede obtener la cantidad necesaria de diluyente,

utilizando como gjemplo si tenemos 94 dosis de semen cal culadas:

NuUmero dedosis: 94
Volumen necesario por dosis: 0,50 porque quiero elaborar pajuelas de 0.50
ml.

Volumen total de eyaculado 2.5 ml.
Vm: (94 x 0.50) — 2.5: 44.5 ml de diluyente para congelacion.

Concluido este proceso se puede pasar a la siguiente etapa la cua es la de
impresién de pajuelas, sellado y envaso de las dosis seminades de nuestra

investigacion.
f.- Llenadoy sellado de pajuelas.

Con e semen estabilizado se paso a proceso de llenado y sellado de pguelas,
gue se redliza siempre a ambiente climatizado a 5° a través de un flujo laminar
que mantiene toda € habitaculo en el que trabaja la maguina llenadora a la
misma temperatura durante todo el proceso.

La méquina llenadora es semi-automatica envasa exactamente 0,5 mililitros por
pajuela para esto utiliza una bomba de vacio regulable adaptada a una pequeia
manguera gque absorbe el semen diluido y luego de llenarlas es sellada porla
misma méguina completando el cerrado hermético de la pajuela, dejandola en
condiciones de ser congelada a través de vapor de nitrégeno.Posteriormente se
retira las pajuelas de la maguina y se las coloco en un rack para 0.50 adaptado

para 50, 100 pajuelas, esto se realizo dentro de unavitrinarefrigeradoraab °C.
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g.- congelamiento y almacenamiento en nitr 6geno liquido.

Una vez terminado el envasado y sellado de las pgjuelas y colocados en los rack
de congelaciéon se procedié a encender la maquina de congelamiento
computarizada denominada CRIOCONSERVADOR ICE CUBE 15M-SY LAB,
patentado de la compafiia Mini Tilbe. En € cua es programada la curva de

congelamiento |o que nos garantizara un congelamiento uniforme.

Alcanzada la temperatura de 5 °C en e congelador automético las rack que
contienen las pauelas son traspasadas de la maquina refrigerada a
CRIOCONSERVADOR ICE CUBE 15M-SY LAB dentro del cual |atemperatura
desciende de 10 a-25 °C en un tiempo de 5 minutos y luego desciende de -25 °C a

-180°C en un tiempo de 10 a 20 minutos.

Concluido e congelamiento se ubico en e tanque de almacenamiento definitivo a
una temperatura de (-196 °C). Terminado el procesamiento de semen se procede a
evaluar la calidad del mismo 8 dias después minimo de haber sido almacenado,
con las pruebas sefialadas anteriormente, descongelando varias pgjuelas a 37 °C
por 30 segundos.

4.- Evaluacion dela calidad seminal post descongelacion.

a.- Contaj e de esper matozoides vivos-muertosy anor males.

Se coloca en una porta objetos previamente calentados a 37°C dos gotas una
eosina nigrosina y una de semen de una pajuela descongelada. Esto se realiza en
un extremo y se homogeniza con otro porta objetos, se mantiene la misma
temperatura por un lapso de 30 segundos, se homogeniza con precaucion y se
procede aredlizar un frotis. De un total de 100 espermatozoides se anotan los que
presentan anormalidades tanto primarias como secundarias y se expresa €
resultado en forma de porcentaje. Un toro con més del 5 % de anormalidades

primarias es de descarte.
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b.- Test de hipoosmosis HOST a las cero post descongelacion

Serealizaladilucion del semen en un medio hipoosmatico de fructosay citrato de
sodio a (100 mosm/kg). En un tubo de ensayo se coloca el contenido de 0.5 ml de
esta solucion entibiada durante 5 minutos, se procede a descongelar una pajuelay
el contenido de la misma es colocada en € interior del tubo, se lleva a bafio maria
a 37 °C durante 20 a 30 minutos.

Con una pipeta se toma una pequefia muestra se coloca en un porta objetos, se
realiza un frotisy se observa a microscopio, se cuentan 200 célulasy se caculaé
porcentgje. Los espermatozoides con colas enrolladas estan vivos y estén

reaccionante, cuanto mas colas enredadas mejor calidad.

c.- Test deresistencia Osmotica ORT.

Se descongel o una pajuela de semen a 37°C por 30 segundos, la colocamos en un
tubo de ensayo gque contenga 3 ml de solucién a 300 mOsm/Kg incubandolas en
bafio Maria durante 15 minutos.Se coloca la muestra en un porta objetos
mezclandola bien y realizan un frotis. En esta prueba la membrana del acrosoma
debe estar integra, se observa a microscopio la integridad del acrosoma de un

aproximado de 100 espermatozoides contados en diferentes campos.

SEMEN POST DESCONGELADO: 0 hs: 50 % de acrosomas intactos

d.- Test de Termoresistencia (TTR)

Consiste en poner €l semen a determinada temperatura e ir haciendo evaluaciones
de motilidad a medida que pasa € tiempo. Para este procedimiento se toma tres
tubos de ensayo, se coloca € contenido de una pajuela en cada tubo y seloslleva
al bafio Maria a 35 0 36 °C a la oscuridad y con agua no circulante. Las
determinaciones de motilidad individual (técnica de motilidad individua) se la

realizan alos 0, y 2 horas.
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CAPITULO Il

3.1.-RESULTADOSY DISCUCIONES

L os resultados obtenidos en las caracteristicas que identifican al semen antes de la
congelacion, en funcion de las 5 colectas. Se incluyen andlisis estadisticos

correspondientes a medidas de tendencia central y variacion.

Se utilizo en esta investigacion un Disefio completamente a azar (DCA), en €
cual se comparo el efecto de la adicion del aloe vera como surfactante natural al
diluyente Triladyl para crioconservacion de semen bovino en toros reproductores
de AGSO-GENES.

El desarrollo del trabajo consistié de cuatro tratamientos en diferentes
concentraciones (aloe veraa 10, 15y 25%, y € cuarto tratamiento sin aloe vera),
respectivamente, con 5 repeticiones por experimento, lo cual dio como resultado

20 unidades experimental es.

L os tratamientos establ ecidos fueron de:
Tl = Aloeverad 10 %

T2 = Aloeveraal 15 %

T3 =Aloeveraa 25%

T4 =Sin Aloevera

Para la sistematizacion de la informacion se sometié a los tratamientos a un
ANADEVA (andlisis de varianza) para establecer si existe diferencia estadisticay
si encontrabamos diferencias significativas se utilizo |a pruebade DUNCAN para
determinar que tratamiento es el mejor..
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CUADRO 1.- Caracteristicas esper maticas antes de la congelacion.

EVALUACION DE SEMEN FRESCO.

Vol.
R |(ml) |Cesperm.ml)f MMM | M. | V M N A |HOST | ORT
(%) (%) [(%) (%) (%) [(%) [(6) |(%)
1 |8 975000000 85 75 83 |17 87 |13 88 84
2 |85 | 1050000000 | 80 90 75 | 25 92 |8 92 88
3 | 14,8 | 1350000000 | 90 90 77 | 23 90 |10 94 88
4 |93 | 1500000000 | 85 85 78 | 22 89 |11 94 85
5 | 10.5 | 900000000 90 80 80 | 20 94 |6 93 87
X 110,22 | 1155000000 |86 84 78,6 [21,4 904 |96 [922 864
S 2,73 |257633461 4,18 [6,52 |3,05[305 (270|270 |249 1,82
Cv | 26,71| 22,31 486 | 7,76 [3,88 |14.25 12,98 |28,13 [2,70 |2]11

FUENTE: Investigacion directa

Elabor acion: Espinosa, Walter.

Vol. (ml) Volumen.

M.M. (%) Movimiento en masa.

M.1. (%) Motilidad individual.

C. esperm.ml) Concentracion espermatica.
V. (%) Vivos.

M. (%) Muertos.

N. (%) Normales.

A. (%) Anormales.
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CUADRO 2.- Espermiogramay pruebasde HOST y ORT previa
congelacion.

COEFICIENTE DE
VARIABLE SEMINAL PROMEDIO + D.E VARIACION
VOLUMEN (ml) 10,22+2,73 26,71
MOTILIDAD MASAL (%) 86+4,18 4,86
MOTILIDAD INDIVIDUAL (%) 846,52 7,76
MORFOLOGIA NORMAL (%) 90,4+2,70 2,98
VITALIDAD (%) 78,6+3,05 3,88
CONCENTRACION

ESPERMATICA (10%) 1155 +257,6 22,31
RESPUESTA HOST (%) 92,2 +2,49 2,70
RESPUESTA ORT (%) 86,4 +1,82 211

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.

En semen fresco previo aladilucién y procesamiento y congelamiento se obtuvo

los siguientes promedi os:

Volumen: 10,22; concentracion: 1155000000; motilidad masal: 86 %; motilidad
individual 84 %; espermatozoides normales 90,4 %,; prueba de endosmosis HOST
alas 2 horas de incubacion 92.2 %y en lapruebade O.R.T alas 2 horas 86,4 %.

De acuerdo con estos resultados se evallo y se comparo con los promedios

normal es esténdar y establ ecidos.

El volumen del eyaculado promedio de un toro es de 12 ml de acuerdo con Ruitter,
B. (2006) y minimo de 3 ml Hafez (2000), comparado con o obtenido 10,22+2,73

ml promedio, los datos obtenidos estédn dentro del parametro normal.

La concentracién espermética promedio registrada es de 1155 x 10° +257,6
espermatozoides/ ml, comparado con el citado por Hafez (2000) por centimetro
cubico de 1.8 x 10°espermatozoides/ ml en toros adultos y € parametro citado por
Russo A. (2006) 1.3 x 10°espermatozoides/ ml, en toros de raza Holstein Friesian

essimilar.
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Rutter B. (2006). Seflala que las caracteristicas del semen para poder ser
congelado deben poseer los siguientes valores para la motilidad de masa
microscopica: ondas oscuras provocadas por un conjunto de remolinos que se
organizan y se desorganizan valoradas como positivas (80 — 100%), relacionado
con lo obtenido 86+4,18; podemos observar que nos encontramos dentro de los
parametros normales.

Dentro de lamoatilidad individual se obtuvo un promedio de 84+6,52, este valor es
similar a lo citado por Russo A.(2006), se evalla a una escala subjetivade 1 a5

siendo el mas optimo > 70 %.

El porcentgje de espermatozoides vivos 78,6+3,05, es similar a lo descrito por
Hafez (2000), sefidando que valores sobre € 75% de espermatozoides vivos

permiten estimar un eyaculado de buena calidad.

La morfologia espermética normal obtenida es de 90,4+2,70, de acuerdo a las
eval uaciones morfol 6gicas preparadas con frotis coloreados se considera un 70 %
de espermatozoides normales como limite minimo aceptable para seleccionar a un

toro reproductor. Vasquez, A. (2000).

En contraste las anormalidades del espermatozoide o obtenido es de 9,6 + 2,70
(Cuadro 1), segun lo reportado por Barrios, D. (2002), indica que una muestra
semina apta para la congelacion no debe poseer defectos morfol 6gicos mayores
del 18 a 20%, las anormalidades primarias no deben superar € 5 %. Los defectos
secundarios no estédn generamente considerados como serios y no afectan la

fertilidad a menos que un nimero mayor a 15 % este presente.

El promedio de hipoosmaosis (HOST). Obtenido es de 92,2 £2,49 de acuerdo con
Camacho (2000), que a mayor porcentgje de espermatozoides positivos, 0
hinchamiento y enroscamiento de la cola mayor seréla calidad de la muestra, pero
se la considera normal si sobrepasa el 60 % y valores inferiores a 60 % se

consideran como valores patol 6gicos.
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En la prueba de ORT se obtuvo € siguiente promedio: 86,4 £1,82, se encuentran
en la categoria de muy buenos seglin valores para ORT Gonzalez, R. (2002)

clasificalos resultados en porcentgjes de la siguiente manera.
Muy Buenos > 71%

Buenos 64- 71%

Regulares 54-63%

Malos 45-63%

Muy malos < 45%

Observando que los resultados obtenidos en la presente investigacion estan dentro

de |os pardmetros estandares para procesar semen.

85



L os resultados obtenidos en |as caracteristicas que identifican al semen diluido, en

funcion de las 5 colectas. Se incluyen andlisis estadisticos correspondientes a

medidas de tendencia central y variacién

EVALUACION SEMEN DILUIDO

CUADRO 3.- Motilidad espermética individual del semen diluido.

R T1 T2 T3 T4
1 91 77 56 87
2 75 76 53 84
3 86 88 55 80
4 69 84 65 78
5 84 74 60 88
X 81 79,80 57,80 83,40
S 8,86 5,93 4,76 4.43
Cv 10,94 7,43 8,24 5,31

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.

CUADRO 4.- Comparacion de los resultados de Motilidad Individual en

semen diluido en los 4 tr atamientos.

Tratamientos

Motilidad individual

Triladyl Aloevera 10 % 81

Triladyl Aloevera 15 % 79,80
Triladyl aloevera 25 % 57,80
Triladyl Testigo 83,40
Promedio 75,50
Desviacion estandar 11,89
Coeficientede variacion 15,75

FUENTE: Investigacion directa

Elabor acion: Espinosa, Walter.
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GRAFICO 1.- Porcentaje de motilidad individual comparacion entrelos
cuatro tratamientos (Triladyl + aloevera al 10%, 15%, 25% y Tratamiento
testigo), para semen diluido.

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.

De acuerdo con las valoraciones realizadas en cada uno de los tratamientos fueron
analizados seglin su motilidad obteniendo los siguientes resultados que se
comparan con |os estandares.

El porcentaje delamotilidad individual para el tratamientos Triladyl + aloe vera
al 10% fue de 81%, mientras que para el tratamiento Triladyl + aloe vera al 15 %
alcanzamos 79,80%, en € caso del tratamiento Triladyl + aloe vera a 25%
encontramos €l valor més bajo con 57,80%, y nuestra tratamiento testigo alcanzo
83,40% respectivamente y con un promedio total de 75,50%, comparado por |o
sefidlado por Palma, G. (2001), € cua indica que muestras con un promedio de
70% de espermatozoides con motilidad individual son considerados aptas para

crioconservacion.
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CUADRO 5.- Espermatozoides vivos antes de la congelacion

% Vivos % % %
R T1 VivosT2 VivosT3 Vivos T4
1 78 84 76 84
2 82 78 73 86
3 85 76 77 82
4 86 82 69 76
5 74 80 78 88
Promedio 81 80 74,60 83,20
Desviacion
Estandar 5,00 3,16 3,64 4,60
coeficientede
Variacion 6,17 3,95 4,87 5,62

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.

Grafico 2.- Porcentaje de espermatozoides vivos antes de la congelacion
comparacion entrelos cuatro tratamientos en estudio.

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.
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En la prueba de tincion vital de semen diluido se pudo establecer los siguientes
resultados. T 1 (81%); T2 (80%); T 3 (74,60), de acuerdo con lo citado por Rutter,
B. (2006), aquellos espermios tefiidos se contabilizados como muertos y los sin
tefiir como vivos. Se considera como valor minimo aceptable, € 70 % de
espermatozoides vivos, |0 que es considerado como aceptable ya que €l diluyente
en estos tres tratamientos esta adisionado con aloe vera lo cua podria explicar la
diferenciaentre el tratamiento testigo T4 (83,20%), que fue quien presento mayor
porcentaje de células espermaticas debido a que € diluyente no ha sido aterado

en su composicion.
C.- los resultados obtenidos en las caracteristicas que identifican a semen diluido,

en funcion de las 5 colectas. Se incluyen andlisis estadisticos correspondientes a

medidas de tendencia central y variacion

EVALUACION DE SEMEN POST DESCONGELADO

CUADRO 6.- Motilidad esper mética individual post descongelacion

R T1 T2 T3 T4
1 75 70 60 70
2 80 70 50 80
3 75 80 60 75
4 70 70 50 70
5 70 75 50 80

Promedio 74 73 54 75

Desviacion

estandar 4,18 4,47 5,48 5,47

Coeficientede

variacion 5,64 6,12 10,14 7,29

FUENTE: Investigacion directa

Elabor acion: Espinosa, Walter.

En la valoracion de la motilidad progresiva post descongelaciéon es importante
destacar que los coeficientes de variacion presentados en € cuadro 6 para los
cuatro tratamientos en estudios estadisticamente son considerados muy

aceptables.
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Grafico 3.- Porcentaje de motilidad espermatica individual post
descongelacion, compar acion entrelos cuatro tratamientos de estudio.

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.

El promedio de cadatratamiento (T1: 74; T2:73; T3: 54; T4: 75) esta considerado
dentro de los pardmetros segin e Departamento de Medicina del Rodeo y
Teriogenologia de la Universidad de Saskatchewan, Canada (2007) € semen
descongelado a 37°C debe poseer un valor minimo de 40% de espermatozoides
motiles. De igual manera Catena, M. (2004), destaca que un semen de buena
caidad, que ha sido descongelado tiene normamente 40% - 50% de
espermatozoides con motilidad progresiva.Lo que nos indica que € resultado de

los cuatro tratamientos esta dentro de |os parametros especificados por los autores.
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CUADRO 7.- Espermatozoides normales post descongelacion

% Normales % Normales % Normales % Normales
R T1 T2 T3 T4
1 89 93 80 89
2 85 90 75 92
3 88 80 79 87
4 90 88 84 93
5 92 85 89 92
Promedio 88,8 87,2 814 90,6
Desviacion
Estandar 2,59 497 5,32 2,51
coeficiente de
Variacion 2,92 5,69 6,42 2,77

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracién: Espinosa, Walter.

Grafico 4.- Porcentaje de espermatozoides normales post descongelacion
comparacion entrelos cuatro tratamientos de estudio.

T1

T2

FUENTE: Investigacion directa

Elabor acién: Espinosa, Walter.

T3

T4
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En e cuadro No 7 permite observar que T 4 (90,6 % +2,51) es el mejor
tratamiento de esta variable debido a que T 4 es & grupo testigo de esta
investigacion y por ende e diluyente utilizado no presenta ningin elemento
diferente a su composicion original, en segundo lugar encontramosal T 1 (88,8 %
+ 2,59) seguido estrechamente por T 2 (87,2 % = 4,97) y en cuarto lugar T 3
(81,4 % + 5,32) al comparar estos promedios con lo que sefiala Catena, M. (2004),
El valor minimo tanto para congelacion y post descongelacion es de 70% de

células normales |o que indica que estuvieron dentro de los parametros aceptables.

Rodriguez (2000), sefida que a evaluar la morfologia post descongelacion esta
correlacionada con la fertilidad del toro y debe ser igual que € semen fresco con
un minimo de espermatozoides normales del 70%. El resultado del porcentaje de
espermatozoides normales obtenidos en los 4 tratamientos concuerda con los
valores seflalados por otros autores. Lo cual nos permitié considerar estas

muestras de semen aceptables.

Cuadro 8.- Porcentaje de espermatozoides con anormalidades primarias y

secundarias post descongelacion

% % % %
Anormalidades| Anormalidades| Anor malidades| Anor malidades
R T1 T2 T3 T4
1 11 7 20 11
2 15 10 25 8
3 12 20 21 13
4 10 11 16 7
5 8 15 11 10
Promedio 11,20 12,60 18,60 9,80
Desviacion
Estandar 2,59 5,03 5,32 2,39
coeficientede
Variacion 23,13 39,92 28,60 24,39

FUENTE: Espinosa, Walter.

Elaboracion: El autor
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Grafico 5.- Porcentaje de espermatozoides anormales post descongelacion
compar acion entrelos cuatro tratamientos de estudio.

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.

Los siguientes resultados de acuerdo a Cuadro 10 permite observar que T 4
(9,80% = 2,39) nuevamente es el mejor tratamiento de esta variable, sequidos por
T1(11,20% + 2,59) y T 2 (12,60% = 5,03), pero se pudo observar una diferencia
muy notable para T 3 (18,60% * 5,32) lo que indica a comparar estos
tratamientos con lo que sefidla Hafez (2000), que e semen debe tener un maximo

del 20 % de células anormales.
Por lo tanto los resultados en los tres tratamientos (T1; T2; T4), estdn en €

promedio citados por € autor, pero T3 estd casi sobre €l limite pudiendo ser

efecto del aloe veraen € diluyente utilizado parala congelacion.
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CUADRO 9.- Espermatozoides vivos post descongelacion.

% Vivos % % %
R T1 Vivos T2 Vivos T3 Vivos T4
1 64 57 52 68
2 68 54 50 75
3 61 59 51 72
4 65 56 53 66
5 66 53 58 68
Promedio 64,80 55,80 50,8 69,80
Desviacion
Estandar 2,59 2,39 2,90 3,63
coeficientede
Variacion 3,99 4,28 5,70 5,20

FUENTE: Investigacion directa

Elabor acién: Espinosa, Walter.

Grafico 6.- Porcentaje de espermatozoides vivos post descongelacion,
comparacion entrelos cuatro tratamientos en estudio.

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: El autor
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La vitalidad del semen post descongelado alcanzado en € estudio indica que el
Tratamiento 1 (64,80% + 2,59) es el que presenta un valor mejor en comparacion
con T 2 (55,80 % + 2,39), mientras que T 3 (50,8% £ 2,90) es e que menor
nimero de espermatozoides vivos presenta, T 4 (69,80% + 3,63) por ser € grupo
control presenta el mejor promedio de células esperméticas vivas, de acuerdo con
lo referido por Correa y Zavos (1997)que cita que a descongelar una pajuela se

espera gue unatercera parte de | os espermatozoides muera.

Esta mas que demostrado que los procesos de congel acién descongel acion afectan
en gran proporcion al espermatozoide provocando dafios irreversibles causando la
muerte celular, un cierto nimero de espermatozoides mantiene su viabilidad,
cuanto menos sean los espermatozoides viables para inseminar, mayor sera €

riesgo de unafertilidad disminuida Rodriguez (2000).

CUADRO 10.- Pruebasde HOST Y ORT post descongelacion para los cuatro

tratamientos en estudio.

HOST O Horas ORT O Horas
T1 T2 |T3 T4 T1 T2 T3 T4
Repeticiones % % |% % % % % %
1 74| 75 57 81 73 74 55 83
2 77 74 58 77 76 73 57 77
3 74| 78 60 80 82 76 63 74
4 80| 77 61 73 80 78 68 82
5 81| 75 65 81 79 76 64 81
Promedio 7721758 60,2 78,4 78| 75,4| 61,4 794
Desviacién
Estandar 3271164 311 3,44 354 195| 532| 3,78
coeficientede
Variacion 4231216| 5,17 4,39 454 259 87| 4,76

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.
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Grafico 7.- Porcentaje de HOST para espermatozoides post descongelacion,
comparacion entrelos cuatro tratamientos de estudio.

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.

El porcentgje de endésmosis (HOST) a las dos horas post descongelacion se
obtuvieron los siguientes datos: (77,2 % = 3,27 paraT 1, 75,8% = 1,62 para T 2,
60,2% + 3,11 para T 3, 78,4% + 3,44), de acuerdo con lo encontrado por
Gonzales, R. (2002), amayor porcentaje de espermatozoides reaccionantes mejor
serdlacalidad de la muestrapor lo tanto T 1 del grupo experimental se manifiesta

como lamejor calidad de la muestra.

Comparado con Madrid, et.al (2003), que obtuvo valores de endosmosis positiva
gue variaron entre 74,10% + 1,7 y 75,8% £ 0,9 considerando & semen dicho
estudio apto parainseminar, en nuestro estudio T 3 no se podria calificar apto para

inseminar.
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Grafico 8.- Porcentaje de HOST para espermatozoides post descongelacion,
comparacion entrelos cuatro tratamientos de estudio.

FUENTE: Investigacion directa

Elabor acién: Espinosa, Walter.

En el caso ddl test de resistencia osmatica los promedios obtenidos a las dos horas
deincubacion 78% + 3,54 paraTl, 75,4% + 1,95 paraT2, 61,4% + 534 paraT 3,
79,4% + 3,78 para T4) segun Correa y Zavos (1997) obtuvo un porcentgje de
espermatozoides positivos a ORT 0 con acrosomas intactos, en un rango de 60 %
- 68%, por lo tanto los valores obtenidos en este estudio estan sobre € rango,

calificando alas muestras como muy buenas.
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CUADRO 11.- Test de Termoresistencia para la motilidad progresiva post

descongelacion
CoMOTILIDAD PROGRESIVA
R T1 T2 T3 T4
1 75 70 60 70
2 80 70 50 80
3 75 80 60 75
4 70 70 50 70
5 70 75 50 80
Promedio 74 73 54 75
Desviacion
estandar 4,18 4,47 5,48 5,47
Coeficientede
variacion 5,64 6,12 10,14 7,29

FUENTE: Espinosa, Walter.

Elaboracion: El autor

Grafico 9.- Porcentaje de motilidad esper matica individual en la prueba de

termoresistencia, post descongelacion,
tratamientos de estudio.

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.

comparacion entre los cuatro

98




Se pudo apreciar que los valores de motilidad progresiva post descongelacion a
las cero horas sefida como meor promedio T 1 (74% £ 4,18), ligeramente
superior a T 2 con (73% £ 4,47) y superando a T 3 (54% = 5,48); indicando una
similitudentre T1y T2.

CUADRO 12.-Test de Termoresistencia para la motilidad progresiva a las 2

horas post descongelacion

| % Motilidad progresiva

R T1 T2 T3 T4
1 60 60 40 65
2 70 50 55 75
3 75 70 50 70
4 65 75 55 70
5 75 65 40 60

Promedio 64 58 48 63

Desviacion

estandar 4,18 5,70 7,58 2,73

Coeficientede

variacion 6,53 9,82 15,79 4,33

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.

Durante las dos horas post descongelacion se obtuvo que e tratamiento 1 (64% +
4,18), obtuvo mayor porcentaje de motilidad progresiva post descongelacion,
seguida de T2 (58% = 5,70), y superando a T3 que presenta (48% + 7,58),
comparado con lo sefidlado por Herndndez, et.a (1999), a medida que aumenta €l
tiempo de post descongel acion disminuye la motilidad, encontrando que alas cero
horas post descongelacion obtuvo valores del 62% de motilidad progresivay alas
dos horas del 42,5%.

Por |o tanto los valores mencionados y obtenidos en este estudio estan de acuerdo

con valores promedio.
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Cuadro 13.- Andlisis de Varianza para la variable motilidad individual de

semen diluido.

Bloques
R t1 t2 t3 t4

1 370 365 270 375
fuentesde
variacion Gl. Sc m Fc Fc Tabulado
Tratamiento 3| 21222 707,4 1% 5%
Error 16 614,8 38,425 18,4 5,19 3,13
Total 19 2737

FUENTE: Investigacion directa
Elaboracion: Espinosa, Walter.
El andlisis de varianza para € porcentgje de motilidad individual antes de la

congelacion demostrd que existe diferencia estadisticamente significativa a

comparar |os cuatro tratamientos de estudio.

Cuadro 14.- Prueba de DUNCAN al 5% para la variable de motilidad

individual de semen diluido antes de la congelacion.

COMPARACIONES
2 3 4
RMD (0.05) 299 314 323
RMS 8,28| 8,75| 895
TRATAMIENTO N° T4 T1 T2 T3
X 83,4 81| 798| 57,8
A B C D

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.

La prueba de DUNCAN demostré6 que s existe diferencia significativa al
comparar los cuatro tratamientos, obteniendo el mayor promedio T4 con 83,4% de
motilidad espermética del semen diluido, en tanto que en T3 obtuvo e menor

promedio 57,8 % de motilidad espermética en semen diluido
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Cuadro 15.- Analisisdevarianza paralavariable motilidad individual de

semen post descongelado.

Bloques
R t1 t2 t3 t4

1 444 436 407 453
fuentesde
variacion Gl Sc Cm Fc Fc Tabulado
Tratamiento 3 238 79,33 1% 5%
Error 16 264 17 4,66 5,19 3,13
Total 19 502

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.

El andlisis de varianza para la motilidad del semen post descongelado no

demostro diferencia significativa a 1%, pero al 5% s existe diferencia estadistica

al comparar los cuatro tratamientos en estudio.

Cuadro 16.- Prueba de DUNCAN al 5% para los tratamientos en la variable

motilidad individual para semen post descongelado.

COMPARACIONES

2 3 4
RMD (0.05) 2,99 3,14 3,23
RMS 5,5 5, 77| 594
TRATAMIENTO N° T4 T1 T2 |T3
X 75 74 73
A B C D

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.

La prueba de DUNCAN demostré que s existe diferencia significativa a

comparar los cuatro tratamientos, obteniendo € mayor promedio T4 con 75% de

motilidad espermética del semen diluido, en tanto que en T3 obtuvo e menor

promedio 54 % de motilidad espermética en semen diluido.
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Cuadro 17.- Andliss de varianza para la variable porcentaje de

esper matozoides nor males post descongelacion.

Bloques
R tl t2 t3 t4

1 405 399 289 417
fuentesde
variacion Gl Sc Cm Fc Fc Tabulado
Tratamiento 3 1510 503.33 1% 5%
Error 16 370| 23.125 21,76 5,19 3,13
Total 19 1880

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.

El andlisis de varianza para la motilidad del semen post descongelado no

demostro diferencia significativaal comparar |os cuatro tratamientos en estudio.

Cuadro 18.- Prueba de DUNCAN al 5% paralostratamientosen la variable

de esper matozoidesnor males post descongelacion.

COMPARACIONES
2 3 4
RMD (0.05) 2,99 3,14 | 323
RMS 6,43 671 | 694
TRATAMIENTO N° T4 T1 | T2 | T3
X 90,6 888 | 87,2 | 814
A B C D

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.
La prueba de DUNCAN demostré que s existe diferencia significativa a
comparar |os cuatro tratamientos, obteniendo el mayor promedio T4 con 90,6 de

motilidad espermética del semen diluido, en tanto que en T3 obtuvo e menor

promedio 81,4 % de motilidad espermética en semen diluido.
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Cuadro 19.-

esper matozoides vivos post descongelacion.

Andlisis de varianza para la variable porcentaje de

Bloques
R t1 t2 t3 t4

1 324 279 215 349
fuentesde
variacion Gl Sc Cm Fc Fc Tabulado
Tratamiento 3 1105 368,33 1% 5%
Error 16 1222,2 7 50,28 5,19 3,13
Total 9 117,2

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.

El andlisis de varianza para € porcentgje de espermatozoides vivos post

descongelado demostré que s existe diferencia significativa a comparar los

cuatro tratamientos en estudio.

Cuadro 20.- Prueba DUNCAN al 5% para los tratamientos en la variable

por centaj es de esper matozoides vivos post descongelacion.

COMPARACIONES

2 3 4
RMD (0.05) 2,99 3,14 3,23
RMS 3,92 3,7 3,81
TRATAMIENTO N° T4 T1 T2 T3
X 69,8 64,8 55,8 50,8
A B C D

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.

La prueba de DUNCAN demostr6 que s existe diferencia significativa al

comparar los cuatro tratamientos, obteniendo € mayor promedio T4 con 69,8 de

motilidad espermética del semen diluido, en tanto que en T3 obtuvo e menor

promedio 55,8 % de motilidad espermética en semen diluido
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Cuadro 21.- Analisisdevarianza paralavariable HOST alas cero horas pos

descongelacion.

Bloques
R tl t2 t3 t4

1 386 379 301 392
fuentesde
variacion Gl SC Cm Fc Fc Tabulado
Tratamiento 3| 1092,2| 364,06 1% 5%
Error 16 139,6 8.725 41,72 5,19 3,13
Total 19| 12318

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.

El andlisis de varianza para € porcentaje de espermatozoides positivos ala prueba
de HOST post descongelacion demostré diferencia estadistica significativa al

comparar |os cuatro tratamientos en estudio.

Cuadro 22.- Prueba de DUNCAN al 5% para la variable HOST a las cero

hor as pos descongelacion.

COMPARACIONES

2 3 4
RMD (0.05) 2,99 3,14 3,23
RMS 3,95 4,14 4,26
TRATAMIENTO N° T4 T1 T2 T3
X 78,4 77,2 75,8 60,2
A B C D

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.

La prueba de DUNCAN demostré6 que s existe diferencia significativa a

comparar |os cuatro tratamientos, obteniendo el mayor promedio T4 con 69,8 de

motilidad espermética del semen diluido, en tanto que en T3 obtuvo e menor

promedio 55,8 % de motilidad espermética en semen diluido
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Cuadro 23.- Andlisisde varianza para la variable ORT a las cero horas pos

descongelacion.

Bloques
R tl t2 t3 t4

1 390 377 307 397
fuentesde
variacion Gl SC Cm Fc Fc Tabulado
Tratamiento 3| 1025,35| 341,78 1% 5%
Error 16 235,6| 14.725 23,2 5,19 3,13
Total 19| 1260,95 4,725

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.

El andlisis de varianza para € porcentaje de espermatozoides positivos ala prueba
de HOST post descongelacién demostro que s existe diferencia significativa a

comparar |os cuatro tratamientos en estudio.

Cuadro4.- Pruebade DUNCAN al 5% paralavariable ORT alascero horas

post descongelacion.

COMPARACIONES
2 3 4
RMD (0.05) 2,99 3,14 3,23
RMS 8,81 9,25 9,51
TRATAMIENTO N° T4 T1 T2 T3
X 79,4 78,4 61,4 61,4
A B C D

FUENTE: Investigacion directa

Elaboracion: Espinosa, Walter.

La prueba de DUNCAN demostré6 que s existe diferencia significativa a
comparar los cuatro tratamientos, obteniendo el mayor promedio T4 con 769,4 de

motilidad espermética del semen diluido, en tanto que en T3 obtuvo e menor

promedio 61,4 % de motilidad espermética en semen diluido
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COSTOS TOTAL TRATAMIENTO EFECTO DE LA ADICION DE UN
SURFACTANTE NATURAL (ALOE VERA) AL DILUYENTE
TRILADYL PARA CRIOCONSERVACION DE SEMEN BOVINO EN
TOROS REPRODUCTORES DE AGSO-GENES, QUITO PICHINCHA

1. Costos variables (Dol ar es)

Unidad Numero | Valor Unit Valor Tratamiento
1.- Diluyente
Triladyl Frasco 4 60 240

750 (4

Agua destilada Ml frascos) 48 12
Y ema de huevo Ml 250 0.10 21
AloVera Ml 250 1 4
Subtotal 277
2.- material delaboratorio
Tincion Morfologica Frasco 1 25 25
Cintas Ph Unidad 10 0.20 2
Papel aluminio Rollo 1 1 1
Parafilm Rollo 1 5 5
Puntas micropipetas Unidad 50 0.10 5
Subtotal 38 x 4 = 152
3.- Material devidrio
Tubos de ensayo Unidad 20 0.40 8
Porta objetos. Unidad 60 0.10 6
Cubre objetos Unidad 60 0.05 3
Camaradelga Unidad 25 0.75 18.75
Subtotal: 37.75x 4= 151
4.- Material de envasado y conservacioén
Pajuelas Minitub 0.50 ml Unidad 2000 0.10 200
Manguera de llenado Unidad 40 0.10 4
Nitrégeno liquido Kg 160 245 392
Subtotal: 596
SUBTOTAL COSTOS(DOLARES) $1176
IMPREVISTOS(10%) $117,60
TOTAL $1293,60
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COSTOSPOR TRATAMIENTO TRILADYL MASSURFACTANTE

NATURAL (ALOE VERA) TRATAMIENTO AL 10%

1. Costos variables (Dol ar es)

Unidad Numero | Valor Unit Valor Tratamiento
1.- Diluyente
Triladyl Frasco 1 60 60
Aguadestilada Ml 750 12 12
Y ema de huevo Ml 250 0.10 7
AloVera Ml 250 1 1
Subtotal 80
2.- material delaboratorio
Tincion Morfologica Frasco 1 25 25
Cintas Ph Unidad 10 0.20 2
Papel aluminio Rollo 1 1 1
Parafilm Rollo 1 5 5
Puntas micropipetas Unidad 50 0.10 5
Subtotal 38
3.- Material devidrio
Tubos de ensayo Unidad 20 0.40 8
Porta objetos. Unidad 60 0.10 6
Cubre objetos Unidad 60 0.05 3
Camaradelga Unidad 25 0.75 18.75
Subtotal: 37.75
4.- Material de envasado y conservacioén
Pajuelas Minitub 0.50 ml Unidad 540 0.10 54
Manguera de llenado Unidad 40 0.10 4
Nitrégeno liquido Kg 40 245 98
Subtotal: 154
SUBTOTAL COSTOS(DOLARES) $311,50
IMPREVISTOS (10 %) $31,15
TOTAL $342,15
TOTAL POR DOSIS 0.63 Ctvs.
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COSTOSPOR TRATAMIENTO TRILADYL MASSURFACTANTE
NATURAL (ALOE VERA) TRATAMIENTO AL 15%

1. Costosvariables (Ddlares)

Valor

Unidad NUmero | Valor Unit Tratamiento
1.- Diluyente
Triladyl Frasco 1 60 60
Agua destilada Ml 750 12 12
Y ema de huevo Ml 250 0.10
Alo Vera Ml 250 1 1
Subtotal 80
2.- material delaboratorio
Tincion Morfologica Frasco 1 25 25
Cintas Ph Unidad 10 0.20 2
Papel aluminio Rollo 1 1 1
Parafilm Rollo 1 5 5
Puntas micropipetas Unidad 50 0.10 5
Subtotal 38
3.- Material devidrio
Tubos de ensayo Unidad 20 0.40 8
Porta objetos. Unidad 60 0.10 6
Cubre objetos Unidad 60 0.05 3
Camaradelga Unidad 25 0.75 18.75
Subtotal: 37.75
4.- Material de envasado y conservacién
Pajuelas Minitub 0.50 ml Unidad 514 0.10 51,40
Manguera de llenado Unidad 40 0.10 4
Nitrégeno liquido Kg 40 245 98
Subtotal: 153,40
SUBTOTAL COSTOS(DOLARES) $309,15
IMPREVISTOS (10%) $30,92
TOTAL $340,10
TOTAL POR DOSIS 0.66 Ctvs.
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COSTOSPOR TRATAMIENTO TRILADYL MASSURFACTANTE

NATURAL (ALOE VERA) TRATAMIENTO AL 25%

1. Costos variables (Dol ar es)

Valor

Unidad NUmero | Valor Unit Tratamiento
1.- Diluyente
Triladyl Frasco 1 60 60
Agua destilada Ml 750 12 12
Y ema de huevo Ml 250 0.10 7
Alo Vera Ml 250 1 1
Subtotal 80
2.- material delaboratorio
Tincion Morfologica Frasco 1 25 25
Cintas Ph Unidad 10 0.20 2
Papel aluminio Rollo 1 1
Parafilm Rollo 5 5
Puntas micropipetas Unidad 50 0.10 5
Subtotal 38
3.- Material devidrio
Tubos de ensayo Unidad 20 0.40 8
Porta objetos. Unidad 60 0.10 6
Cubre objetos Unidad 60 0.05 3
Camaradelga Unidad 25 0.75 18.75
Subtotal: 37.75
4.- Material de envasado y conservacioén
Pajuelas Minitub 0.50 ml Unidad 281 0.10 28,10
Manguera de llenado Unidad 40 0.10 4
Nitrégeno liquido Kg 40 245 98
Subtotal:130,10
SUBTOTAL COSTOS(DOLARES) $ 285,85
IMPREVISTOS (10%) $28,56
TOTAL $314,15
TOTAL POR DOSIS 1.12 Ctvs.
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COSTOSPOR TRATAMIENTO TRILADYL TRATAMIENTO TESTIGO

1. Costos variables (Dol ar es)

Valor

Unidad NUmero | Valor Unit Tratamiento
1.- Diluyente
Triladyl Frasco 1 60 60
Agua destilada Ml 750 12 12
Y ema de huevo Ml 250 0.10 7
Subtotal 79
2.- material delaboratorio
Tincion Morfologica Frasco 1 25 25
Cintas Ph Unidad 10 0.20 2
Papel aluminio Rollo 1 1
Parafilm Rollo 5 5
Puntas micropipetas Unidad 50 0.10 5
Subtotal 38
3.- Material devidrio
Tubos de ensayo Unidad 20 0.40 8
Porta objetos. Unidad 60 0.10 6
Cubre objetos Unidad 60 0.05 3
Camaradelga Unidad 25 0.75 18.75
Subtotal: 37.75
4.- Material de envasado y conservacion
Pajuelas Minitub 0.50 ml Unidad 500 0.10 50
Manguera de llenado Unidad 40 0.10 4
Nitrégeno liquido Kg 40 2.45 98
Subtotal: 152
SUBTOTAL COSTOS(DOLARES) $ 306,75
IMPREVISTOS (10%) $30,67
TOTAL $337,43
TOTAL POR DOSIS 0.67 ctvs
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CONCLUSIONES

. La adicién de un surfactante natural al diluyente Triladyl (aloe vera), en
concentraciones a 10 %, 15% y 25% no aumentaron los niveles de
motilidad, no disminuyeron los porcentajes de mortalidad establecidos
para €l procesamiento y crioconservacion de semen frente a tratamiento
nimero cuatro que tuvo los mejores indicadores en las distintas variables

esto debido a que su composicién inicial no fue alterada.

. Caberesdtar que é no superar a tratamiento testigo no significo que las
dosis seminales procesadas con aloe vera no hayan sido aptas para €l
procesamiento y crioconservacion de semen, los porcentajes de motilidad
y mortalidad espermética estan dentro de los pardmetros citados por
muchos autores, la causa de esta disminucion podria ser efecto del aloe

vera

. En estainvestigacion en los tres tratamientos que se adiciono €l aoe vera
como surfactante natural existe dominancia porcentual de las variables
antes mencionadas asi: Triladyl + aloe vera al 10% es €l tratamiento que
mejor niveles de motilidad y mortalidad espermética obtuvo ademas de no
observarse dafos significativos en la integridad estructural de la
membrana, seguido por e tratamiento Triladyl + aloe veraa 15 % y en
tercer lugar Triladyl + aloeveraa 25%

. Los resultados de este estudio permiten destacar la importancia de la
combinacién de las pruebas de HOST, ORT, TTR, parala evaluacion del
semen fresco y post descongelado ya que estos estudios son buenos

predictores de lafertilidad en los machos bovinos.

. El andlisis de costos de elaboracion de dosis seminales congeladas
(pajuelas de 0.50 ml), para cada valor sin cargar €l valor del semen en este
estudio nos permite ver que los tratamientos con aloe vera son

econdmicamente menos costosos, observandose que T1 (Triladyl + aloe
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veraa 10%) alcanzalos 0,63 centavos de ddlares americanos por pajuela,
T2 (Triladyl + aoe veraa 15%), 0,66 centavos de délares americanos por
pajuela mientras que T4 (Triladyl sin aloe vera), 67 centavos de dolares
americanos por pguela, esto debido aque el aoe veraaumenta el volumen
de diluyente por lo que se obtienen més pajuelas por lote, € Unico
inconveniente en costos fue e obtenido en T3 (Triladyl mas aoe vera a
25%) ya que aqui fue en donde se presento mayor problemas al envasado
obteniendo menos muestras por lotes, alcanzando €l costo de 1, 12 ddlares

por pajuela, debido a efecto de la alta concentracion de aloe vera.
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RECOMENDACIONES

1. Por la répida carrera tecnoldgica futuros experimentos y estudios del
semen requerirdn de métodos mas objetivos para la evaluacion de
caracteristicas espermaticas, como asistentes de andlisis de semen por
computadora, que permitan evaluar varias condiciones intrinsecas del

movimiento, amplitud, direccion, desplazamiento, velocidades, etc.

2. Recomendamos que para poder demostrar e verdadero potencial
reproductivo de estas muestras procesadas con aloe vera en las distintas
concentraciones, se pase al siguiente paso que es lainseminacion artificial
ya que de esta manera podremos conocer realmente s la fertilidad del
semen no se vio aterada. Como muchos autores definen alas valoraciones
seminales como un prondstico de la capacidad fertilizante de un macho, la
Gnica manera de comprobar esta capacidad es €l nimero de prefieces que

alcancemos.

3. Es una buena dternativa € uso de este tipo de compuestos naturales
especialmente el aloe vera por sus innumerables propiedades benéficas, en
el caso de haber sido utilizado como un aditivo para e diluyente Triladyl y
de no haber adterado significativamente las muestras seminales nos indica

el grado de confianza que nos brindo en nuestra investigacion.
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ANEXO 1

EVALUACION DE SEMEN FRESCO

Fecha de colecta: 14/ 06/2011

Hora de colecta:9:00 am
Toro:Perico

Método de colecta: Vaginaartificia
Raza: Pizan

REPETICIONES

Caracteristicas

Concentracion 975000000
Volumen 8 ml
Color Blanco cremoso
pH 7
Olor Tipico
Motilidad en masa

0| Sin movimiento

Ligera ondulacion comienzo de
1| movimiento
Progresion lenta comienzo de

2| movimiento

3| Movimiento progresivo continuo

4| Movimiento progresivo rapido

5| Movimiento progresivo muy rgpido | 85%
Matilidad individual
Muy bueno 80-100
Bueno 79-60 75%
Regular 59-40
Malo 39-0
Por centaje
esper matozoides vivos 83%
esper matozoides muertos 17%
pruebade HOST 88%
pruebade ORT 84%
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ANEXO 2

EVALUACION DE SEMEN FRESCO

Fecha de colecta: 07/ 07/2011

Hora de colecta:9:00 am
Toro:Inquieto

Método de colecta: Vaginaartificia
Raza: Holstein

REPETICIONES

Caracteristicas

Concentracion 1050000000
Volumen 8,5 ml
Color Blanco cremoso
pH 7
Olor Tipico
Motilidad en masa

0| Sin movimiento

Ligera ondulacion comienzo de
1| movimiento
Progresion lenta comienzo de

2| movimiento

3| Movimiento progresivo continuo

4| Movimiento progresivo rapido

5| Movimiento progresivo muy rgpido | 85%
Matilidad individual
Muy bueno 80-100
Bueno 79-60 75%
Regular 59-40
Malo 39-0
Por centaje
esper matozoides vivos 75%
esper matozoides muertos 25%
pruebade HOST 88%
pruebade ORT 85%
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ANEXO 3

EVALUACION DE SEMEN FRESCO

Fecha de colecta: 19/ 09/2011

Hora de colecta:9:00 am
Toro:Angelino - red

Método de colecta: Vaginaartificia
Raza: Holstein

REPETICIONES

Caracteristicas

Concentracion 1350000000
Volumen 14,8 ml
Color Blanco cremoso
pH 7
Olor Tipico
Motilidad en masa

0| Sin movimiento

Ligera ondulacion comienzo de
1| movimiento
Progresion lenta comienzo de

2| movimiento

3| Movimiento progresivo continuo

4| Movimiento progresivo rapido

5| Movimiento progresivo muy rgpido | 80%
Matilidad individual
Muy bueno 80-100 90%
Bueno 79-60
Regular 59-40
Malo 39-0
Por centaje
esper matozoides vivos 771%
esper matozoides muertos 23%
pruebade HOST 94%
pruebade ORT 88%
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ANEXO 4

EVALUACION DE SEMEN FRESCO

Fecha de colecta: 29/ 09/2011

Hora de colecta:9:00 am
Toro:Perico

Método de colecta: Vaginaartificia
Raza: Pizan

REPETICIONES

Caracteristicas

Concentracion 1500000000
Volumen 9.3 ml
Color Blanco cremoso
pH 7
Olor Tipico
Motilidad en masa

0| Sin movimiento

Ligera ondulacion comienzo de
1| movimiento
Progresion lenta comienzo de

2| movimiento

3| Movimiento progresivo continuo

4| Movimiento progresivo rapido

5| Movimiento progresivo muy rgpido | 85%
Matilidad individual
Muy bueno 80-100
Bueno 79-60 75%
Regular 59-40
Malo 39-0
Por centaje
esper matozoides vivos 78%
esper matozoides muertos 22%
pruebade HOST 94%
pruebade ORT 85%
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ANEXO 5

EVALUACION DE SEMEN FRESCO

Fecha de colecta: 20/ 10/2011

Hora de colecta:9:00 am
Toro:Perico

Método de colecta: Vaginaartificia
Raza:Pizan

REPETICIONES

Caracteristicas

Concentracion 900000000
Volumen 10,5 ml
Color Blanco cremoso
pH 7
Olor Tipico
Motilidad en masa

0| Sin movimiento

Ligera ondulacion comienzo de
1| movimiento
Progresion lenta comienzo de

2| movimiento

3| Movimiento progresivo continuo

4| Movimiento progresivo rapido

5| Movimiento progresivo muy rgpido | 90%
Matilidad individual
Muy bueno 80-100 80%
Bueno 79-60
Regular 59-40
Malo 39-0
Por centaje
esper matozoides vivos 80%
esper matozoides muertos 20%
pruebade HOST 93%
pruebade ORT 87%
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ANEXO 6

ESPERMIOGRAMA DE SEMEN FRESCO

NUMERO DE COLECTA

ESPERMATOZOIDES
EVALUADOS

2

3

4

100

ANORMALIDADES
PRIMARIAS

Cola enrollada alrededor
dela cabeza

Defectos en la cabeza:
Pequefia

Larga

Estrecha

ANORMALIDADES
SECUNDARIAS

Colasdobladas

Cabezas perdidas

Con gota citoplasmatica

Total:

13

16

10

11

Total%

13%

16%

10%

11%

6%
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ANEXO 7

ESPERMIOGRAMA DE SEMEN FRESCO

NUMERO DE COLECTA

ESPERMATOZOIDES
EVALUADOS

2

3

4

100

ANORMALIDADES
PRIMARIAS

Cola enrollada alrededor
dela cabeza

Defectos en la cabeza:
Pequefia

Larga

Estrecha

ANORMALIDADES
SECUNDARIAS

Colasdobladas

17

11

Cabezas perdidas

Con gota citoplasmatica

Total:

11

15

20

11

15

Total%

11%

15%

12%

11%

15%
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ANEXO 8

ESPERMIOGRAMA DE SEMEN FRESCO

NUMERO DE COLECTA

ESPERMATOZOIDES
EVALUADOS

2

3

4

100

ANORMALIDADES
PRIMARIAS

Cola enrollada alrededor
dela cabeza

Defectos en la cabeza:
Pequefia

Larga

Estrecha

ANORMALIDADES
SECUNDARIAS

Colasdobladas

Cabezas perdidas

Con gota citoplasmatica

Total:

13

16

10

11

Total%

13%

16%

10%

11%

6%
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ANEXO 9

ESPERMIOGRAMA DE SEMEN FRESCO

NUMERO DE COLECTA

ESPERMATOZOIDES
EVALUADOS

2 3 4

100

ANORMALIDADES
PRIMARIAS

Cola enrollada alrededor
dela cabeza

Defectos en la cabeza:
Pequefia

Larga

Estrecha

ANORMALIDADES
SECUNDARIAS

Colasdobladas

17

22 18 16

Cabezas perdidas

Con gota citoplasmatica

Total:

20

25 21 16

11

Total%

20%

25% 21% 16%

11%
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ANEXO 10

ESPERMIOGRAMA DE SEMEN FRESCO

NUMERO DE COLECTA

ESPERMATOZOIDES
EVALUADOS

2

3

4

100

ANORMALIDADES
PRIMARIAS

Cola enrollada alrededor
dela cabeza

Defectos en la cabeza:
Pequefia

Larga

Estrecha

ANORMALIDADES
SECUNDARIAS

Colasdobladas

Cabezas perdidas

Con gota citoplasmatica

Total:

11

16

10

11

Total%

11%

16%

10%

11%

6%
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ANEXO 11

FORMULARIO DE PROCESAMIENTO DE SEMEN

Nombre del macho: Perico

No de colecta: 1

Tratamiento| Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento
CARACTERISTICAS |10% 15% 25% Testigo
Volumen eyaculado (ml) | 2 2 2 2
No pajuelascalculadas | 72 72 72 72
Volumen diluyente (ml) | 36 36 36 36
Volumen aloevera (ml) | 3,6 54 9 |-
No pajuelas Producidas | 70 72 48 72
Nombre del macho: Inquieto
No de colecta: 2

Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento
CARACTERISTICAS |10% 15% 25% Testigo
Volumen eyaculado (ml) | 2,5 2 2 2
No pajuelascalculadas | 94 75 75 75
Volumen diluyente(ml) | 47 38 38 38
Volumen aloevera (ml) | 4,7 5,7 91 | --—---
No pajuelas Producidas | 90 72 52 72
Nombre del macho: Angelino-Red
No de colecta: 3

Tratamiento| Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento
CARACTERISTICAS |10% 15% 25% Testigo
Volumen eyaculado (ml) | 3,5 3,5 3,5 3,5
No pajuelascalculadas | 170 170 170 170
Volumen diluyente (ml) | 85 85 85 85
Volumen aloevera (ml) | 85 12,75 2125 |-
No pajuelas Producidas | 160 158 85 164
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Nombre del macho: Angelino-Red
No de colecta: 4

Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento
CARACTERISTICAS |10% 15% 25% Testigo
Volumen eyaculado (ml) | 2,5 2,5 2 2
No pajuelascalculadas | 142 142 113 113
Volumen diluyente(ml) | 71 71 57 57
Volumen aloevera (ml) | 7,1 10,65 1425 |-
No pajuelas Producidas | 132 126 56 102
Nombre del macho: Perico
No de colecta: 5

Tratamiento| Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento
CARACTERISTICAS |10% 15% 25% Testigo
Volumen eyaculado (ml) | 2,5 2,5 2,5 2,5
No pajuelascalculadas | 95 95 95 95
Volumen diluyente(ml) | 48 48 48 48
Volumen aloevera (ml) | 4,8 7,2 A
No pajuelas Producidas | 88 86 40 90
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ANEXO 12

TOTAL PROCESAMIENTO DE SEMEN

Total colectas 5
Total volumen eyaculado 51,1 ml
Total volumen diluyente 1094 ml
Total volumen Aloevera 136 ml
Total numer o de pajuelas calculadas 2177
Total pajuelas producidas por diluyente 1835

Fuente: Investigacion directa

Elaboracion: El autor.

ANEXO 12.1
TOTAL PROCESAMIENTO DE SEMEN TRILADYL + ALOE VERA AL
10%
CARACTERISTICAS Tratamiento 10%
Volumen eyaculado (ml) 13
No pajuelas calculadas 573
Volumen diluyente (ml) 287
Volumen aloevera (ml) 28,7
No pajuelas Producidas 540

Fuente: Investigacion directa

Elaboracion: El autor
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ANEXO 12.2

TOTAL PROCESAMIENTO DE SEMEN TRILADYL + ALOE VERA AL

15%

CARACTERISTICAS

Tratamiento 10%

Volumen eyaculado (ml) 12,5
No pajuelas calculadas 554
Volumen diluyente (ml) 278
Volumen aloevera (ml) 41,7

514

No pajuelas Producidas

Fuente: Investigacion directa

Elaboracion: El autor.

ANEXO 12.3

TOTAL PROCESAMIENTO DE SEMEN TRILADYL + ALOE VERA AL

25%

CARACTERISTICAS

Tratamiento 25%

No pajuelas Producidas

Volumen eyaculado (ml) 12
No pajuelas calculadas 525
Volumen diluyente (ml) 264
Volumen aloevera (ml) 65,6
281

Fuente: Investigacion directa

Elaboracion: El autor.

ANEXO 124

TOTAL PROCESAMIENTO DE SEMEN TRILADYL SIN ALOE VERA

CARACTERISTICAS

Tratamiento sin aloe vera

Volumen eyaculado (ml)

12

No pajuelas Producidas

No pajuelas calculadas 525
Volumen diluyente (ml) 264
Volumen aloevera (ml)

500

Fuente: Investigacion directa
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Elaboracion: El autor

ANEXO 13
EXAMEN DEL POTENCIAL REPRODUCTIVO DEL MACHO

Lugar y fecha: Guamani 1 de junio de 2011.

1.- Resefia.

Nombre del toro: PERICO.

Especie: Bovina

Propietario: AGSO-GENES

Raza: Pizén

Direccién: Panamericanasur Km 12 %2
Fecha de nacimiento: 26-04-2010
Ubicacion: Quito

2.- Anamnesis

Procedencia: Salcedo “CADER”

Fecha ultima monta natural: nuncarealizo monta natural
Fecha ultima extraccion de semen: 20-05-2011

M edicamentos aplicados antes de la fecha: Levamisol
Comportamiento sexual: Activo.

Alimentacion: Avenay forraje, suplemento balanceado
Concepciones conocidas: ninguna

Numer o de saltos o colectas durante €l Gltimo afio: 3 saltos.

3.- Datos clinicos

a.- Estado general:

Muy bueno XX

Regular
Malo

Condicién corporal: 1 2 34 5
b.- Ojos:

Normales: xx
Anormales
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M ucosas: normales

c.- Extremidades:

Marcha:
Normal: XX
Artritica
Siente dolor
Espasmddica
Paralisis

Pezuias:
Normales. XX
Recortadas
Putrefaccion

d.- Cabezay cuello
Existencia de actinomicosis Sl NO

e.- Dientes:
Normales XX
Anormales
Completos XX
Incompletos

f.- Aparato respiratorio:

Tos: no

Frecuenciarespiratoria: 25 respiraciones por minuto
Secr eciones nasales: no

g.- Sistema circulatorio:

Tonos car diacos. normales
Frecuencia: 70 latidos por minuto
Sonidos: Normales

h.- Organos genitales:

Prepucio:

Altura del suelo: 55 cm.
Piel: rosada

Mucosas. normales
Flujo: claro
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Adherencia entre glandey prepucio: ninguna
Observaciones: examen de trichomonas negativo

Pene

Superficie
Ampollas: no
Vesiculas: no

L aceraciones. no
Normal: si
Movilidad: normal
Desviacion: no
Corto: no

Escroto

Desplazabilidad: s

Tamarfo: normal

Consistencia: normal
Circunferencia escrotal: 34 cm
Defectos: ninguno

Estado dela pid: sana

Testiculos

Simetria: si
Asimetria: no

Epididimos
Simetria: s
Asimetria: no
Sensibilidad: no
Consistencia: normal
Duro:

Blando:

Elastico

Colas

Simetria: s
Asimetria: no
Sensibilidad: no
Consistencia: normal
Duro:
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Blando:
Elastico:

Cuerpoy Cabeza

Simetria: s
Asimetria: no
Sensibilidad: no
Consistencia: normal

Conductos deferentes
Intacto: derecho s, izquierdo si.
Consistencia: normal

Examen rectal

Vesiculas seminales
Anchura: normal.

L ongitud: norma
Abscesos. no
Adherencias. no
Otrasalteraciones. no

i.- Andlisis para enfermedadesinfecciosas: se adjunta certificados de |aboratorio
clinico Veterinario.

Fuente: Investigacion directa
Elaborado por: El autor
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ANEXO 14
EXAMEN DEL POTENCIAL REPRODUCTIVO DEL MACHO

Lugar y fecha: Guamani 15 dejunio de 2011.

1.- Resefa.

Nombre del toro: INQUIETO.

Especie: Bovina

Propietario: Universidad Central del Ecuador
Raza: HolsteinFriesian

Direccion: Panamericana sur Km 12 %
Fecha de nacimiento: 16-07-2008
Ubicacién: Quito

2.- Anamnesis

Procedencia

Fecha ultima monta natural: nuncarealizo monta natural
Fecha ultima extraccion de semen: 17-06-2011

M edicamentos aplicados antes de la fecha: Levamisol
Comportamiento sexual: Activo.

Alimentacion: Avenay forraje, suplemento balanceado
Concepciones conocidas. ninguna

Numero de saltos o colectas durante € Ultimo afo: 6 saltos.

3.- Datos clinicos

a.- Estado general:

Muy bueno XX

Regular
Malo

Condicién corporal: 1 2 34 5
b.- Ojos:
Normales. xx

Anormales
Mucosas: normales
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c.- Extremidades;

Marcha:
Normal: XX
Artritica
Siente dolor
Espasmaddica
Paralisis

Pezufas:
Normales. XX
Recortadas
Putrefaccion

d.- Cabezay cuello
Existencia de actinomicosis Sl NO

e.- Dientes:
Normales XX
Anormales
Completos XX
Incompletos

f.- Aparato respiratorio:

Tos. no

Frecuenciarespiratoria: 25 respiraciones por minuto
Secreciones nasales: no

g.- Sistema cir culatorio:

Tonos cardiacos. normales
Frecuencia: 65 latidos por minuto
Sonidos: Normales

h.- Organos genitales:

Prepucio:

Altura del suelo: 58 cm.

Piel: rosada

Mucosas: normales

Flujo: claro

Adherencia entre glandey prepucio: ninguna
Observaciones: examen de trichomonas negativo
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Pene

Superficie
Ampollas: no
Vesiculas. no

L aceraciones. no
Normal: si
Movilidad: normal
Desviacion: no
Corto: no

Escroto

Desplazabilidad: s

Tamarfo: normal

Consistencia: normal
Circunferencia escrotal: 36 cm
Defectos: ninguno

Estado dela pid: sana

Testiculos

Simetria: si
Asimetria: no

Epididimos
Simetria: s
Asimetria: no
Sensibilidad: no
Consistencia: normal
Duro:

Blando:

Elastico

Colas

Simetria: s
Asimetria: no
Sensibilidad: no
Consistencia: normal
Duro:

Blando:

Elastico:
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Cuerpoy Cabeza

Simetria: s
Asimetria: no
Sensibilidad: no
Consistencia: normal

Conductos deferentes
Intacto: derecho s, izquierdo si.
Consistencia: norma

Examen rectal

Vesiculas seminales
Anchura: normal.

L ongitud: normal
Abscesos. no
Adherencias. no
Otrasalteraciones. no

i.- Andlisis para enfermedades infecciosas: se adjunta certificados de laboratorio
clinico Veterinario.

Fuente: Investigacion directa
Elaborado por: El autor
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ANEXO 15
EXAMEN DEL POTENCIAL REPRODUCTIVO DEL MACHO

Lugar y fecha: Guamani 2 de julio de 2011.

1.- Resefa.

Nombre del toro: Angelino-Red.
Especie: Bovina

Propietario: AGSO-GENES

Raza: HolsteinFriesian factor rojo
Direccion: Panamericana sur Km 12 %
Fecha de nacimiento: 17-03-2009
Ubicacion: Machachi

2.- Anamnesis

Procedencia:

Fecha ultima monta natural: nuncarealizo monta natural
Fecha ultima extraccion de semen: 17-08-2010

M edicamentos aplicados antes de la fecha: Levamisol
Comportamiento sexual: Activo.

Alimentacion: Avenay forragje, suplemento balanceado
Concepciones conocidas. hinguna

Numero de saltos o colectas durante € Ultimo afo: 4 saltos.

3.- Datos clinicos

a.- Estado general:

Muy bueno XX

Regular
Malo

Condicién corporal: 1 2 34 5
b.- Ojos:
Normales. xx

Anormales
Mucosas: normales
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c.- Extremidades;

Marcha:
Normal: XX
Artritica
Siente dolor
Espasmaddica
Paralisis

Pezufas:
Normales. XX
Recortadas
Putrefaccion

d.- Cabezay cuello
Existencia de actinomicosis Sl NO

e.- Dientes:
Normales XX
Anormales
Completos XX
Incompletos

f.- Aparato respiratorio:

Tos. no

Frecuenciarespiratoria: 25 respiraciones por minuto
Secreciones nasales: no

g.- Sistema cir culatorio:

Tonos cardiacos. normales
Frecuencia: 70 latidos por minuto
Sonidos: Normales

h.- Organos genitales:

Prepucio:

Altura del suelo: 59 cm.

Piel: rosada

Mucosas: normales

Flujo: claro

Adherencia entre glandey prepucio: ninguna
Observaciones: examen de trichomonas negativo
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Pene

Superficie
Ampollas: no
Vesiculas. no

L aceraciones. no
Normal: si
Movilidad: normal
Desviacion: no
Corto: no

Escroto

Desplazabilidad: s

Tamarfo: normal

Consistencia: normal
Circunferencia escrotal: 39 cm
Defectos: ninguno

Estado dela pid: sana

Testiculos

Simetria: si
Asimetria: no

Epididimos
Simetria: s
Asimetria: no
Sensibilidad: no
Consistencia: normal
Duro:

Blando:

Elastico

Colas

Simetria: s
Asimetria: no
Sensibilidad: no
Consistencia: normal
Duro:

Blando:

Elastico:
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Cuerpoy Cabeza

Simetria: s
Asimetria: no
Sensibilidad: no
Consistencia: normal

Conductos deferentes
Intacto: derecho s, izquierdo si.
Consistencia: norma

Examen rectal

Vesiculas seminales
Anchura: normal.

L ongitud: normal
Abscesos. no
Adherencias. no
Otrasalteraciones. no

i.- Andlisis para enfermedades infecciosas: se adjunta certificados de laboratorio
clinico Veterinario.

Fuente: Investigacion directa
Elaborado por: El autor
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IMAGEN 1.- Elaboracion del diluyente Triladyl, Laboratorio AGSO-GENES
2011
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IMAGEN 3.-Ultima colecta toro “PERICO” AGSO-GENES 2011

IMAGEN 4.- Determinacién espermatica toro PERICO a través de
espermiodensimetro, AGSO-GENES 2011.
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IMAGEN 5.- Adicion del aloevera al diluente Triladyl

IMAGEN 6.- Valoraciones microscopicas del semen diluido de las muestras

procesadas.
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IMAGEN 7.- Colectade ANGELINO-RED, AGSO GENES 2011.

IMAGEN 8.- Colectatoro“INQUIETO”.
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IMAGEN 9.- Valoraciones microscopicas del semen post descongelacion de
las muestras procesadas.

IMAGEN 10.- Tratamientosde Triladyl masaloevera en lastres

concentraciones antesy despuésde la dilucion final.
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IMAGEN 11.- Envasadoy sellado de pajuelas.
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IMAGEN 12.- Loteslistos para congelacion
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IMAGEN 13.- Congelacion varios lotes.
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IMAGEN 14.- Visita presidente de tribunal UNIVERSIDAD TECNICA DE
COTOPAXI, 28 de Octubrede 2011

Dr. Juan Vargas (Director AGSO-GENEYS), Dr. Victor Pallango (Presidente
tribunal), Egresado MVZ. Walter Espinosa.
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