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RESUMEN

La criopreservacion del semen es una técnica desarrollada para satisfacer
sobre todo dos necesidades fundamentales: la conservacion de material
genético valioso por tiempo indefinido y el desarrollo de la Inseminacién
Artificial que representa su aplicacion por excelencia un instrumento de mejora
genética. Este estudio se realiz6 en el cantdon Sucla. Se utilizé un solo
semental para controlar la variable individuo, éste se sometié a un proceso de
evaluacién de su capacidad de monta - libido. Posterior a esto se colect6 seis
eyaculados, dos por cada tratamiento y se analizé las caracteristicas fisico —
qguimicas. Posterior a esto se diluyé el semen en los diferentes tratamientos:
Trehalosa, Sacarosa y Triladyl, se envasoé en pajillas de 0.5ml y se congeld.
Después de 15 dias se realiz6 el descongelado de 20 pajillas por tratamiento
en bafio Maria y se evalu6 la motilidad, viabilidad y anormalidad espermatica
determinandose los efectos de cada uno de los crioprotectores utilizados,
mediante un analisis de varianza y prueba de Tukey encontrdndose en
motilidad progresiva una tendencia p=0,09; Trehalosa (32,00%) y Sacarosa
(29,45%), pero en comparacion con el diluyente Triladyl (46,50%), este ultimo
mostré ser mejor (p<0.05). con relacion al porcentaje viabilidad entre
tratamientos el Triladyl (51,80%), fue mejor (p<0.05), Trehalosa (33,85%) y
Sacarosa (31,85%) y no encontrandose diferencias (p>0.05) en relacién a la

variable anormalidades entre tratamientos.

Palabras claves: Trehalosa, sacarosa, triladyl, semental, libido.
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ABSTRACT

Semen cryopreservation is a technique especially developed to meet two
needs: the conservation of valuable genetic material for an indefinite period and
the development of Al application representing an instrument par excellence
breeding. This study was conducted in the canton Sucua. Stallion was used
only to control the variable individual, he underwent an evaluation process of
riding ability - libido. Following this six ejaculates were collected, two from each
treatment and analyzed the physico - chemical. Following this semen diluted in
the different treatments: trehalose, sucrose and Triladyl, was packaged in 0.5
ml straws and frozen. After 15 days was 20 thawing straws for bath treatment
and evaluated for motility and viability of sperm abnormality determining the
effects of each of the cryoprotectants used, by ANOVA and Tukey test being in
motility progressive trend p = 0.09, trehalose (32.00%) and sucrose (29.45%),
but compared with the diluent Triladyl (46.50%), the latter proved to be better (p
<0.05). percentage relative to the Triladyl viability between treatments (51.80%)
was better (p <0.05), trehalose (33.85%) and sucrose (31.85%) and no

differences (p> 0.05) in relation the variable abnormalities.

Keywords: Trehalose, sucrose, Triladyl, stallion libido.

Juan Carlos Ramoénez Cardenas Il



Fows | A ‘E““: 0T possaens
7 |

e ST it
UNVERSIDAD DE CUENTA!

Universidad de Cuenca o Facultad de Ciencias Agropecuarias
INDICE

RESUMEN .....oviiiteeeeeeeeee ettt ettt ee et ae et enstens et e e eteneseeteenneens |
ABSTRACT ..ottt ettt st ae et en et ee st ae et e tenn s Il
(07N =] 1 1 U] 1 3 USRS 1
1. INTRODUCCION......coiiiiitiieieeeteeeeetee ettt 1
CAPITULO I 1ottt ettt nnanas 4
2. REVISION DE LITERATURA ......oviiieeeetee e 4
2.1. HISTORIA DE LA CONGELACION DE SEMEN........c.ccceveereverennnnn 4
2.2. PROCESOS METABOLICOS DE LOS ESPERMATOZOIDES. ........ 5
2.3. CRIOPRESERVACION DE SEMEN. .......c.cooovitiieieeeeeeeeeeeee e 5
2.4. REGULACION DEL PH. ....coouiiiiieeee e, 16
2.5. PRESION OSMOTICA. ..o 17
2.6. AMINOACIDOS. .....oovieeeieeeeeeeeeeeee e, 17
2.7. AGENTES ANTIMICROBIANOS. ......ccocvieiieieeeeeeeeeeeeeeeee e, 17
2.8. OTROS COMPUESTOS Y ADITIVOS.....cocevieieeeeeeeeeneen e, 18
(07N =] i 1 U1 1 1 O 21
3. MATERIALES Y METODOS .....covoiieieeeeeeeteeeee e 21
3.1, MAEHAIES ... 21

Juan Carlos Ramoénez Cardenas 11



FONS SSOENTIS

!

UNVERSIDAD DE CUENCA!
1 -

==

Universidad de Cuenca Facultad de Ciencias Agropecuarias

3.2, MELIOUOS. ..oviiiiiii e 22
CAPITULO IV oottt ettt 33
A, RESULTADOS ......cootiieeteteteeeeeee ettt en e n et n e 33
4.1. Andlisis Estadistico de las variables estudiadas...............ccc...uuue.... 33
(07N =] i 1 @ I TR 47
5. DISCUSION......coociiieeecteetee ettt ettt et neanes 47
CAPITULO Vit 51
6. CONCLUSIONES......c.citiiieeeeeeeeeeeeeee st es et en ettt 51
CAPITULO VI ..ottt 52
7. RECOMENDACIONES ......cocouieieeieieeeeeeetetee oottt 52
CAPITULO VI ..ottt n e aeaneeas 53
8. BIBLIOGRAFIA. ...t 53
Y50 SR 66

Juan Carlos Ramoénez Cardenas v



Universidad de Cuenca Facultad de Ciencias Agropecuarias

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Fundada en 1867

Yo, Juan Carlos Raménez Cirdenas, autor de la tesis “EVALUACION DE DOS AGENTES
CRIOPROTECTORES NO PERMEABLES Y UN DILUYENTE COMERCIAL (TRILADYL) EN LA
CONGELACION DE SEMEN BOVINO”, certifico que todas las ideas, opiniones y contenidos
expuestos en la presente investigacion son de exclusiva responsabilidad de su autor/a.

Cuenca, 07 de Octubre de 2013

arlos Rarrfmez Cardenas
0103611604

Cuenca Patrimonio Cultural de la Humanidad. Resolucién de la UNESCO del 1 de diciembre de 1999

Av. 12 de Abril, Ciudadela Universitaria, Teléfono: 405 1000, Ext.: 1311, 1312, 1316
e-mail cdjbv@ucuenca.edu.ec casilla No. 1103
Cuenca - Ecuador

Juan Carlos Ramoénez Cardenas



Facultad de Ciencias Agropecuarias

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Fundada en 1867

Yo, Juan Carlos Raménez Céirdenas, autor de la tesis “EVALUACION DE DOS AGENTES
CRIOPROTECTORES NO PERMEABLES Y UN DILUYENTE COMERCIAL (TRILADYL) EN LA
CONGELACION DE SEMEN BOVINO”, reconozco y acepto el derecho de la Universidad de Cuenca,
en base al Art. 5 literal ¢) de su Reglamento de Propiedad Intelectual, de publicar este trabajo por
cualquier medio conocido o por conocer, al ser este requisito para la obtencién de mi titulo de
Magister en Reproduccién Animal. El uso que la Universidad de Cuenca hiciere de este trabajo, no
implicara afeccién alguna de mis derechos morales o patrimoniales como autor.

Cuenca, 07 de octubre de 2013

Cuenca Patrimonio Cultural de la Humanidad. Resolucién de la UNESCO del 1 de diciembre de 1999

Av. 12 de Abril, Ciudadela Universitaria, Teléfono: 405 1000, Ext.: 1311, 1312, 1316
e-mail cdjbv@ucuenca.edu.ec casilla No. 1103
Cuenca - Ecuador

Juan Carlos Ramoénez Cardenas

Vi



Fows |17 RRERYOT possmnns

<3 _
Universidad de Cuenca . Facultad de Ciencias Agropecuarias

Universidad de Cuenca

Dr. Sadl Landivar Abril MsC.

CERTIFICA:

Que, una vez que he acompanado en el proceso de desarrollo de la Tesis:
“EVALUACION DE DOS AGENTES CRIOPROTECTORES NO PERMEABLES Y
UN DILUYENTE COMERCIAL (TRILADYL) EN LA CONGELACION DE SEMEN
BOVINO?”, realizada por el Dr. Juan Carlos Ramonez Cardenas, me permito

autorizar su presentacion.

Cuenca, 07 de octubre del 2013

Atentamente

DIRECTOR DE LA TESIS

Juan Carlos Ramoénez Cardenas VII



Fows V1T RRERIOTE poscppyms

Universidad de Cuenca :

Universidad de Cuenca

El Tribunal de Grado:

CERTIFICA:

" Facultad de Ciencias Agropecuarias

Que ha procedido a revisar minuciosamente el Trabajo de Tesis: “EVALUACION
DE DOS AGENTES CRIOPROTECTORES NO PERMEABLES Y UN
DILUYENTE COMERCIAL (TRILADYL) EN LA CONGELACION DE SEMEN

BOVINO”, realizada por el Dr. Juan Carlos Ramonez Cardenas, quedando

autorizada su presentacion.

Cuenca, 07 de octubre del 2013

Atentamente

V4

Dr. Cagée Vaca V. MsC.

¢

PRESIDENTE TRIBUNAL

Juan Carlos Ramoénez Cardenas

Lol

Dr. Luis Ayaja G. PhD

MIEMBRO/DEL TRIBUNAL

VIili



3]

UNIVERSIUAD DE CUENEA

Universidad de Cuenca o Facultad de Ciencias Agropecuarias

AGRADECIMIENTO

Quiero agradecer primeramente a Dios por ser una guia espiritual y una

fortaleza diaria en mi vida.

A la Universidad de Cuenca, a la Facultad de Ciencias Agropecuarias, al
departamento de Postgrado, a todas las personas que hicieron posible que
este trabajo investigativo se realizara, especialmente a los doctores José Luis
Pesantez, Carlos Soria y Saul Landivar por el apoyo incondicional durante la

investigacion.

A mi esposa e hijas, que de una u otra forma han colaborado conmigo para la
presentacion de la tesis final y a mi madre y hermanos que siempre han sido un

ejemplo en mi vida.

JUAN CARLOS

Juan Carlos Ramoénez Cardenas IX



Fows | VIA e‘"" 0 possoenms

B

i
UNNERSIUAD DOE CU[NL‘A‘

Universidad de Cuenca 5 Facultad de Ciencias Agropecuarias

DEDICATORIA

A mi esposa Maria Dolores Carvallo Gonzalez y a mis hijas Sol y Samantha,
por ser siempre un apoyo constante en mi vida personal y profesional; que les

sirva de experiencia en su vida futura en plantearse nuevas y mejores metas.

Juan Carlos Ramoénez Cardenas X



- EWII L J—

s,
UNIVERSIUAD DE CUENL‘A

Universidad de Cuenca - Facultad de Ciencias Agropecuarias

CAPITULO |

1. INTRODUCCION

La congelacién y descongelacion de semen de toro conduce al dafio o la
muerte de aproximadamente el 30% de los espermatozoides, reduciendo el
porcentaje de espermatozoides moviles aproximadamente en un 50%
(Chaveiro et al 2006). Con el fin de evitar el dafio durante el proceso de
congelamiento, se han desarrollado numerosos diluyentes en base a
amortiguadores de pH (tris, &cido citrico), azlcares de bajo peso molecular
(fructuosa, glucosa) que pasan a través de la membrana celular sirviendo como
fuente de energia para el espermatozoide, agentes protectores de membrana
(yema de huevo, leche descremada) que contienen macromoléculas que
protegen contra el shock por frio, y agentes crioprotectores permeables glicerol,
polialcoholes y no permeables trehalosa y sacarosa; los primeros son
sustancias de bajo peso molecular que atraviesan la membrana plasmaética,
evitando la formacion intracelular de cristales de hielo y la excesiva
deshidratacion causada por la congelacion lenta (Medeiros et al., 2002)
(Medina et al.,, 2007). Los agentes no permeables tienen un alto peso
molecular y son utiles cuando se aplican velocidades rapidas de congelacion,
estos provocan una deshidratacion y una interaccién especifica con la
membrana fosfolipidica, mejorando la restauracién poscongelamiento del

espermatozoide (Aisen et al., 2005).

La criopreservacion de semen de toro en nuestro medio todavia es un reto
debido a los dafios que sufre este durante los procesos de refrigeracion,
congelacion y descongelacion con los que se crea un estrés oxidativo en la

membrana del esperma (Chatterjee et al., 2001) (Gutiérrez-Pérez et al ., 2009).

El crioprotector permeable mas frecuentemente utilizado es el glicerol que

tiene que ser usado en bajas concentraciones (menos de 4%) debido a su

Juan Carlos Ramoénez Cardenas 1
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toxicidad potencial; (Bhur et al., 2001). por esta razon se ha investigado la

utilizacion de otros agentes crioprotectores menos dafiinos tales como los
agentes no permeables. Dentro de los agentes crioprotectores no permeables,
vemos que los azlcares juegan un papel importante en la viabilidad
espermatica durante la congelacion y descongelacion. Los azlcares tales como
la trehalosa favorecen la excrecion de agua fuera de la célula a fin de disminuir
la formacion de cristales de hielo intracelular, manteniendo la presion osmdética
del extensor y teniendo un papel crioprotector (Chen et al., 2004); sin embargo
su efecto crioprotector es dependiente de la temperatura de almacenamiento,
peso molecular y tipo de extender; por tal motivo es imperante realizar esta
investigacibn encaminada a encontrar los elementos mas apropiados para
mantener una criopreservacion espermatica en condiciones apropiadas sin que

ellas sufran alteraciones futuras en la calidad del mismo.

Para el presente trabajo de investigacion nos planteamos los siguientes

objetivos:

1.1. Objetivos.
1.1.1. General.

Determinar las tasas de motilidad espermatica, relacion espermatozoides vivos
- muertos y anormalidades espermaticas con tres diluyentes diferentes en

semen bovino criopreservado.

1.1.2. Especificos.
e Comparar la eficacia protectora en la criopreservacion de
semen bovino de los diluyentes: Sacarosa + Glicerol;

Trehalosa + Glicerol y el diluyente comercial (Triladyl®).

1.2. Hipotesis planteada.
Ha. La adicion de los agentes crioprotectores no permeables sacarosa

y trehalosa en combinacién con glicerol mejoran la motilidad

Juan Carlos Ramoénez Cardenas 2
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espermatica progresiva individual, la cantidad de espermatozoides
vivos/muertos y espermatozoides normales/anormales en el semen de
toro crioconservado, en comparacion con la utilizacion del diluyente

comercial Triladyl®

Juan Carlos Ramoénez Cardenas 3
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CAPITULO I

2. REVISION DE LITERATURA
2.1. HISTORIA DE LA CONGELACION DE SEMEN

El primer reporte de criopreservacion de semen, fue realizado por
Spallanzani en el afio de 1776, quien observé que cuando los espermatozoides
de humano, garafién y rana eran enfriados en nieve hasta 30 minutos se
volvian inactivos pero podian ser reactivados; la reduccion de la temperatura
fue empleada para deprimir la actividad metabdlica y prolongar la vida activa
del espermatozoide. Un siglo después Mantegazza (1866), observé que el
espermatozoide de humano sobreviviéo en semen congelado a -17° C, éste fue
uno de los primeros reportes de recuperacion de células de mamiferos después
de haber sido expuestas a bajas temperaturas en un punto de congelacién
(Bwanga, 1991).

La primera vez que se realiz6 con éxito la congelacion de material seminal
fue cuando Polge et al., 1949 demostraron el poder crioprotector del glicerol.
Estos investigadores lograron recuperar espermatozoides de varias especies
después de congelarlos en solucién con este agente crioprotector. El gran
descubrimiento de la accién crioprotectora del glicerol abrié una era exitosa en
la criopreservacién no solo de gametos de varias especies, sino también de
otras células y tejidos. Los reportes de fertilidad con espermatozoides
congelados de toro condujeron a un intenso desarrollo en la siguiente década
de métodos de criopreservacion que pudiera ser aplicado en programas de
inseminacion. Stewar (1951) guio un intenso desarrollo de métodos de
criopreservacion que pudieran ser aplicables para los propdsitos en practica de

inseminacion.

Juan Carlos Ramoénez Cardenas 4



VTR, ERUOTIO oo

o
B

. . piivsnxlmﬁ 3 c/uzyrri ' ' .
Universidad de Cuenca,t ' Facultad de Ciencias Agropecuarias
2.2. PROCESOS METABOLICOS DE LOS ESPERMATOZOIDES.

La energia requerida para la motilidad proviene de reservas intracelulares
de ATP cuyo empleo estd regulado por la concentracion endogena del
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), compuesto que también interviene
directamente sobre la motilidad de los espermatozoides (Hoskins y Casillas,
1973). Los espermatozoides degradan los azlcares, glucosa, fructosa o
manosa, acido lactico bajo condiciones anaerobias. Esta actividad glucolitica o
mas correctamente fructolitica, dado que la fructosa es el principal aztcar del
semen, permite a los gametos sobrevivir en las condiciones anaerobias,
caracteristica que es importante de considerar durante el almacenamiento de
espermatozoides para fines de inseminacion artificial (Garner y Hafez, 2000). El
espermatozoide utiliza una variedad de sustratos en presencia de oxigeno,
cadena respiratoria que le permite emplear el lactato y el piruvato resultantes
de la fructdlisis de los azucares, generando didxido de carbono y agua (Mann,
1975). Esta via oxidativa, que se localiza en las mitocondrias, es mucho mas
eficiente que la fructdlisis en producir energia. Aunque gran parte del ATP es
empleado como fuente de energia para la actividad de motilidad espermatica,
parte de ésta es destinada al mantenimiento de la integridad de los procesos
que intervienen en el transporte activo que se dan a nivel de las membranas
del espermatozoide, procesos de transporte activo cuya funcion es la de
mantener la concentracion de los componentes iénicos vitales para la célula
espermatica. De existir ausencia de sustratos exdégenos para generar energia
(White, 1980), los espermatozoides hacen uso de sus reservas intracelulares
de plasmaldgeno para dicho fin, pero siendo util s6lo a corto plazo.

2.3. CRIOPRESERVACION DE SEMEN.

La criopreservacion de semen de animales domésticos ofrece muchas
ventajas en los sistemas de produccion, particularmente en los programas de

mejoramiento genético. El proceso de criopreservacion produce un dafo celular

Juan Carlos Ramoénez Cardenas 5
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que disminuye el porcentaje de espermatozoides viables (Quinn et al., 1969).

Consecuentemente, es de esperar que cuando se utiliza la inseminacion
artificial con semen congelado la fertilidad obtenida es menor en comparacion a

cuando se utiliza semen fresco (Watson, 2000).
2.3.1. Principios basicos de la criopreservacion

El objetivo principal de la criopreservacion es el mantenimiento de la
viabilidad y funcionalidad celular por un periodo prolongado de tiempo. Para lo
cual, es necesario mantener el semen a temperaturas inferiores a —130°C para
detener completamente los procesos metabolicos (Medeiros et al., 2002). La
supervivencia a la congelacion es el producto de numerosos factores que
interaccionan entre si (Boiso, 2001). La criopreservacion de cualquier material
biolégico se efectla indispensablemente dentro de una solucion que otorgue
propiedades fisico-quimicas favorables para la sobrevivencia durante la
congelacion y descongelacion (Vila, 1984). Cuando la suspension alcanza
temperaturas entre -5 y -10°C se forman nucleos de hielo, que se distribuyen
aleatoriamente en el medio extracelular. La membrana plasméatica del
espermatozoide constituye una barrera que detiene la formacién de hielo
dentro de la célula (Vila y Garcia, 1983; Holt, 2000). La cristalizacion en el
medio extracelular da lugar a hielo puro, dejando los solutos progresivamente
mas concentrados en la fraccion liquida. Este proceso recibe el nombre de
crioconcentracion. La fraccion liquida se hace hipertonica y en respuesta a la
diferencia de gradientes de concentracion, la célula se deshidrata (Boiso,
2001).

El punto eutéctico refleja la maxima concentracion de solutos que puede
alcanzarse justo antes de que el agua y los solutos se solidifiquen
conjuntamente (Grossmann y Santald, 1991). Cuando la temperatura baja
hasta alcanzar el punto eutéctico, la fraccidbn no congelada y los solutos se

solidifican (Vila y Carretero, 1985). Al ocurrir la cristalizacion, hay una liberacion

Juan Carlos Ramoénez Cardenas 6
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de energia en forma de calor latente de solidificacion. Esto eleva

transitoriamente la temperatura de la solucién. Este proceso de aumento y
disminucién réapida de la temperatura es perjudicial para las células (Boiso,
2001). La velocidad de congelamiento es un factor importante en la
criopreservacion. Cuando la velocidad de congelamiento es muy rapida, la
célula no es capaz de deshidratarse lo suficiente (Boiso, 2001).
Consecuentemente, se produce una inadecuada deshidratacion y el agua que
aun se encuentra en el interior de la célula forma cristales de hielo, que tienen
un efecto letal para la célula (Mazur, 1984). Por el contrario, si la velocidad es
demasiado lenta, la deshidratacién sera extrema pudiendo llegar al colapso
celular (Boiso, 2001). La deshidratacion severa produce la desnaturalizacion de
macromoléculas y una reduccion excesiva del tamafio celular hasta el colapso
irreversible de la membrana plasmatica (Mazur, 1984). Por tanto, la velocidad
de congelamiento debe ser lo suficientemente rapida para reducir el tiempo de
exposicion del espermatozoide a condiciones hiperosmoticas y al mismo
tiempo, debe ser lo suficientemente lenta para permitir que ocurra la

deshidratacion celular.

La supervivencia celular sera maxima a una velocidad de congelamiento
adecuada, que es especifica para cada tipo celular. (Holt, 2000). La velocidad
de congelamiento es de considerable importancia durante el “rango critico de
temperatura”, definido como el periodo donde ocurre la formacién de cristales
de hielo y la consecuente deshidratacién celular (Kumar et al., 2003).Mazur
(1984) postula que la lesion celular crioinducida podria explicarse también por
la accion combinada de factores fisicos. Los factores fisicos a los que se refiere
son el estrés osmotico y la presion que sufren las células en sus membranas
por la expansion del hielo. Esta presion produce una deformacion celular que a
bajas temperaturas resulta letal. Las membranas celulares son las estructuras
que sufren mayor dafio en los procesos de criopreservacion, debido a la
pérdida de fluidez de sus componentes lipidicos. La transicion de lipidos fluidos

a solidos se presenta a temperaturas entre 10 y 16°C alterando todas las

Juan Carlos Ramoénez Cardenas 7
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funciones de la membrana y confiriéndole un alto grado de fragilidad

(Grossmann y Santal6, 1991).

2.3.2. Métodos de criopreservacion. No puede quedar un titulo al final
de una hoja, pase ala siguiente

De acuerdo a la velocidad de enfriamiento y descongelacion los métodos de
congelacion pueden clasificarse en protocolos de congelacion lenta con
descongelacién rapida, congelacion rédpida con descongelacion lenta,
congelacion ultrarapida y vitrificacion (Boiso, 2001).

En los dos primeros, la adicidon del crioprotector suele hacerse por pasos, y
el descenso de la temperatura se realiza lentamente, en un congelador
programable. La descongelacion lenta se lleva a cabo también mediante el uso
del congelador programable, mientras que la descongelacion rapida se hace
rapidamente a temperatura ambiente o en un bafio maria a 30°C, para evitar la

recristalizacion (Boiso, 2001).

La congelacion ultrarapida fue originalmente descrita para la congelacion de
embriones, por Trounson (1986). Implica la rapida deshidratacion celular,
utilizando altas concentraciones de crioprotector, seguida de la inmersion en
nitrogeno liquido. La vitrificacion (Rall y Fahy, 1985) se basa en la congelacion
rapida en una mezcla de crioprotectores utilizados en muy altas
concentraciones que a bajas temperaturas aumentan su viscosidad formando

un vidrio, sin formacion de hielo.
2.3.3. Efectos dafinos de la criopreservacion sobre el espermatozoide.

La reduccidon de la capacidad fecundante esta relacionada a dos razones
puntuales, una baja viabilidad posdescongelamiento y un trastorno subletal en
una proporcion de espermatozoides sobrevivientes (Watson, 2000). La baja
viabilidad se debe a factores como: cambio de temperatura, estrés osmotico, la

formacion de hielo intracelular y la toxicidad. El cambio de temperatura produce

Juan Carlos Ramoénez Cardenas 8
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un estrés en la membrana, posiblemente relacionado con un cambio de fase en

los lipidos (Watson, 2000). Las lesiones producidas por el congelamiento de las
membranas antes y durante el congelamiento s6lo se invierten parcialmente
después del descongelamiento. Las proteinas integrales de la membrana son
agrupadas por la separacion de la fase lipidica, y esto puede alterar su funcion,
especialmente la funcion de las proteinas de canales idnicos. Es por eso que la
permeabilidad de la membrana aumenta después del congelamiento (Watson,
2000). La regulacion de calcio es claramente afectada y altera la funcién
celular. En casos severos, es incompatible con la viabilidad celular (Bailey y
Buhr, 1994). Como ya se menciond anteriormente el estrés osmotico y la
formacion de hielo intracelular producen una disminucién de la viabilidad
esperméatica. Finalmente la toxicidad de algunas sustancias como el glicerol
también producen la muerte de los espermatozoides (Watson, 2000).Un
porcentaje de los espermatozoides sobrevivientes presenta un dafio funcional
que esta relacionado con la calidad de la membrana, dafios oxidativos,
integridad de los receptores de membrana e integridad de la estructura nuclear
(Watson, 2000). Esto se ve reflejado en la motilidad, capacitacion espermatica

e integridad acrosomal.

Una de las principales -caracteristicas de los espermatozoides
criopreservados es la disminucién de la proporcion de células métiles (Watson,
2000). La motilidad posdescongelamiento se reduce a valores entre 40 a 50%
(Molinia et al., 1994a; 1994b; Hellemann y Jara, 1997; El-Alamy y Foote, 2001;
Salamon y Maxwell, 2000).

Se especula que los espermatozoides en semen fresco (8% -24%) tienen
membranas plasméaticas débiles o con fugas y se someten a fragmentacion
durante la congelacion y descongelacién de los procesos, lo que resulta en una

disminucién de su numero. (Muhammadet al. 2002).

Juan Carlos Ramoénez Cardenas 9
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2.3.4. Funcion de los diluyentes en la criopreservacion del semen

bovino.

Para llevar a cabo su mision, el diluyente debe aportar los nutrientes
necesarios para el mantenimiento metabolico de la célula espermatica
(azlcares), la proteccion frente al shock térmico por frio (BSA (albumina sérica
bovina) controlar el pH del medio (Bicarbonatos, TRIS-hidroximetilmetil amina,
HEPES-&cido 4-2-hidroxietil-1 piperazina etanosulfénico, la presion osmotica
(sales de NaCl, KCI) y la inhibicién del desarrollo microbiano (antibidticos)
Gadea et al., 2003.

2.3.5. Nutrientes.

La célula espermética tiene la capacidad de producir la energia necesaria
para mantener su metabolismo celular y generar movimiento del flagelo,
principalmente a través de las vias glicoliticas. Estos procesos se desarrollan
en las mitocondrias localizadas en la porcion intermedia del espermatozoide.
La fuente de energia mas frecuentemente utilizada en la composicién de los
diluyentes es la glucosa, aunque se han usado otros como la galactosa,
fructosa, ribosa o trehalosa, sin que los resultados hayan superado a la glucosa
(Gadea et al., 2003).

2.3.6. AzUcares.

Los mas comunes agregados a los diluyentes, son la fructosa y glucosa,
siendo generalmente esta ultima la mas utilizada. La inclusién de azlcares en
los diluyentes para semen puede desempeiar diferentes funciones, se
emplean como fuente de energia, ya que las células espermaticas la requieren
para su motilidad y conservacion y aunque los espermatozoides presentan
metabolismo propio, o que se intenta es proteger sus reservas intracelulares.

Ademas, contribuyen a la osmolaridad del diluyente, ejerciendo una fuerza

Juan Carlos Ramoénez Cardenas 10
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osmotica sobre la membrana celular del espermatozoide, dependiendo de su

permeabilidad (Watson, 1990).
2.3.7. Agentes crioprotectores.

Los agentes crioprotectores son sustancias hidrosolubles y de baja toxicidad
gue disminuyen el punto eutéctico de una solucion dada (Garcia y Vila, 1984),
previniendo de esta forma el estrés osmotico. El descenso del punto eutéctico
implica que se alcanzara la méxima concentracién de solutos a una menor
temperatura, de forma que los espermatozoides estaran mas deshidratados y
el estrés osmdtico al que estaran sometidos sera menor (Boiso, 2001). De esta
manera, los agentes crioprotectores previenen la formacion de hielo intracelular
debido a la mayor deshidratacion celular (Medeiros et al., 2002). Los
crioprotectores se clasifican en dos grandes grupos: crioprotectores
permeables y no permeables, de acuerdo a la permeabilidad a través de la

membrana plasmatica del espermatozoide (Boiso, 2001).
2.3.7.1. Agentes crioprotectores permeables.

Son sustancias permeables a través de la membrana debido a su bajo peso
molecular. Protegen a la célula de las lesiones producidas por las
congelaciones a velocidad lenta (Garcia y Vila, 1984). Si bien el
espermatozoide es permeable a estos agentes, su permeabilidad no es de la
misma magnitud a la del agua. Sin embargo, atraviesan la membrana
plasmatica remplazando el volumen de agua que se encuentra dentro de la
célula. Consecuentemente, evitan los dafios producidos por la formacion de
cristales de agua en el interior de la célula y mantienen el volumen celular,
evitando el colapso de los espermatozoides por una deshidratacion excesiva
(Medeiros et al., 2002). Por otro lado, los crioprotectores permeables pueden
ser toxicos para los espermatozoides, induciendo alteraciones en la membrana

plasmatica y disminuyendo la motilidad espermatica (Medeiros et al., 2002).
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Entre los mas utilizados estan el glicerol, el etilenglicol, el propanediol y

eldimetilsulfoxido (Boiso, 2001).
e Glicerol.

El glicerol es el agente crioprotector permeable mas usado en los
protocolos de criopreservacion de semen en las diferentes especies (Maxwell
yWatson, 1996; Curry, 2000; Salamon y Maxwell, 2000; Bittencourt et al.,
2004).Su bajo peso molecular le permite ingresar a la célula y reemplazar
osmoticamente el agua intracelular durante el proceso de congelamiento. Esto
combinado con una velocidad de congelamiento lenta disminuye la formacion
de cristales de hielo intracelulares (Salamon y Maxwell, 2000). El ingreso del
glicerol al espermatozoide se realiza mediante los canales aquaporin 7
(Ishibashi et al., 1997).

La mayoria de trabajos utilizan el glicerol en concentraciones entre 6 a
8%(Hellemann y Jara, 1997; Gil et al., 2000, 2003a, 2003b; El-Alamy y Foote,
2001).

En un diluyente en base a Tris, la mejor motilidad post descongelamiento
se obtiene con 6% de glicerol (Molinia et al., 1994a). Se ha sugerido que la
concentracion 6ptima de glicerol en el diluyente esta relacionada a su
concentracion final en el espermatozoide (Salamon y Maxwell, 2000).

La sensibilidad de espermatozoides a los efectos toxicos varia en cada
especie (Curry, 2000; Bittencourt et al., 2004). Algunos efectos atribuidos al
glicerol son cambios en la estructura bioquimica de la membrana plasmatica
del espermatozoide relacionados a la capacitacion y reaccion del acrosoma
(Watson y Martin, 1975; Salamon y Maxwell, 2000). Se presenta mayor
reaccion del acrosoma y mayor cantidad de espermatozoides capacitados
cuando el glicerol se adiciona a los 15°C en comparacion con la adicion a los

5°C (Gil et al., 2003b). Por esta razon, el diluyente es dividido en dos
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fracciones, en donde la segunda fraccion contiene el doble de la concentracion

deseada de glicerol, para que al ser mezclado con igual volumen del semen
diluido en la primera fraccion, se obtenga la concentracion deseada de dicho
agente crioprotector.

e Etilenglicol.

Es un agente crioprotector permeable, de bajo peso molecular que se ha
usado en los protocolos de criopreservacion de semen en las diferentes
especies (Molinia et al., 1994b; Salamon y Maxwell, 2000; Bittencourt et al.,
2004). EIl etilenglicol puede ser una alternativa para los protocolos de

criopreservacion de semen (Bittencourt et al., 2004).

Se ha demostrado un mejor efecto protector del etilenglicol en comparacion
con el glicerol en otras especies como humanos (Gilmore et al., 2000; Deppe et
al., 2003), equinos (Ball y Vo, 2001), bovinos (Guthrie et al.,2002) y chinchillas
(Carrascosa et al., 2001). Asi mismo otros estudios indican que el etilenglicol
tiene un efecto similar al glicerol y por lo tanto puede sustituirlo (Mantovani et
al., 2002, Pereira et al., 2002).

2.3.7.2. Agentes crioprotectores no permeables.

Son sustancias de alto peso molecular que no puede atravesar la
membrana plasmatica y que son efectivas cuando se emplean altas
velocidades de congelacion. Como no penetran en la célula, no son
crioprotectores propiamente dichos, pero ejercen su accion promoviendo la
deshidratacion celular. Estos agentes suelen usarse en combinacion a los

agentes permeables (Boiso, 2001).

Su mecanismo de accién consiste en estimular osméticamente una rapida
deshidratacion celular y de esta manera disminuir el volumen de agua
intracelular que podria formar cristales de hielo (Medeiros et al., 2002).

También aumentan la viscosidad del medio extracelular a bajas temperaturas.
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Por lo tanto, reducen la formacién de cristales de hielo (De Leeuw et al., 1993).

Ademas estos azUcares pueden interactuar con la membrana formando
puentes de hidrégeno entre sus grupos hidroxilo y los grupos fosfato de los
fosfolipidos de membrana plasmatica.

Al remplazar el agua alrededor de los fosfolipidos, previenen el dafio a la
membrana durante la deshidratacion celular (De Leeuw et al,, 1993). Los mas

utilizados son la sacarosa, la trehalosa, etc. (Boiso, 2001).
e Trehalosa.

La trehalosa es un disacarido no permeable de alto peso molecular, es un
disacéarido sintetizado naturalmente por plantas y animales expuestos a bajas
temperaturas. Es responsable de la sobrevivencia invernal de algunos
batracios (Aisen et al., 2000). Ha sido utilizada en la criopreservacion de semen
de caprino (Aboagla y Terada, 2004), de toro (Foote et al., 1993) y de carnero
(Aisen et al., 1990; 1995; 2000; 2002).

Posee una accion crioprotectora relacionada al efecto osmético y a su
interaccién con la membrana, confiriendo una proteccion adicional contra la
deshidratacion. La trehalosa puede unirse con el hidrégeno del grupo de
cabezas fosfolipidicas de una manera mas fuerte que el glicerol (Foote et al.,
1993). Finalmente, se ha demostrado que la adicion simultdnea de EDTA mas
trehalosa al dilutor base resulta en la crioproteccion éptima, probablemente
porque es eliminada la competencia del Ca®" con el disacarido, y porque el
disacarido puede remplazar el i6n en la estabilizacién de la membrana (Aisen
et al., 2000).

e Sacarosa.

Es un disacarido no permeable de alto peso molecular, conocido también
como O- a-D-glucopiranosil-(1-2)-3-D-fructuofuranosido (Mayes, 1997b). En

diluyentes sin glicerol, la motilidad después del descongelamiento de los
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espermatozoides de carnero fue mas alta en presencia de sacarosa que en

presencia de glucosa, indicando un efecto crioprotector de los disacaridos
(Aisen et al., 2000). La sacarosa protege la integridad de la membrana y la
estructura proteica durante la deshidratacion y rehidratacion celular (Leslie et
al., 1995). Aparentemente no existen diferencias entre el tipo de azUcar
(sacarosa, trehalosa) utilizado en el diluyente sobre la motilidad
posdescongelamiento de espermatozoides ovinos (Molinia et al., 1994b). En
espermatozoides de ratones, la adicion de trehalosa confiere un mayor efecto
protector que los monosacéaridos (Storey et al., 1998; An et al.,, 2000;
Thompson et al., 2001) 6 agentes permeables (De Leeuw et al., 1993; Sztein et
al., 2001). Sin embargo, Sdnchez-Partida et al., (1998) no encuentran efecto de
la trehalosa en la motilidad de espermatozoides ovinos post descongelamiento.
Molinia et al., (1994c) indican que la motilidad es superior en diluyentes con
monosacaridos en comparacion con diluyentes que contienen trehalosa y
sacarosa. Finalmente el dilutor debe mantener una adecuada presion osmoética
y balance electrolitico. Por tal motivo se debe tener en cuenta la osmolaridad
del diluyente porque esta afecta a la calidad espermatica luego del
descongelamiento. Se han obtenido buenos resultados posdescongelamiento
en medios con una osmolaridad entre 300 a 360 mOsm/kg (Molinia et al.,
1994c) 6 entre 450 a 750mOsm/kg (Fiser et al., 1981). La integridad de la
membrana plasmatica resiste hasta 1000 mOsm/kg en condiciones
hiperosmoéticas. No obstante, la motilidad y la integridad de membranas de los
espermatozoides descongelados se alteran aniveles superiores a 600
mOsm/kg (Curry y Watson, 1994).

e Triladyl.

El uso de Triladyl ha demostrado dar mejores resultado después de la
descongelacion de semen comparando los parametros con otros diluyentes. Al
evaluar los tratamientos entre 2 y 9 horas se demostré que los parametros de

motilidad total y progresiva, la longevidad y la integridad acrosomal fueron
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mejor con el uso de triladyl frente a otros diluyentes comerciales. (Herold et al,

2004). Después de la descongelacion la motilidad fue mayor utilizando el
diluyente Triladyl que con el diluyente AndroMed, pero se debe tener en cuenta
si el plasma seminal es mayor al 10% es perjudicial en la motilidad pos
descongelaciéon en donde el Andromed tiene la ventaja de menor riesgo de

contaminacion. (Herold et al, 2003).
2.4. REGULACION DEL PH.

El pH de semen tiene un valor normalmente entre 6 y 7, cualquier elevacion
es un indicio de contaminacion con orina o de afecciones inflamatorias del
aparato genital. (Herndndez y Zavala, 2007). El metabolismo glicolitico que
desarrolla el espermatozoide (carbohidrato principal es la glucosa) hace que el
pH intracelular disminuya y el metabolismo celular quede reducido. El acido
lactico es el principal metabolito de este proceso y ha sido utilizado como un

indicativo del indice de calidad seminal (Rigau et al., 1996).

La adicion de agentes tamponadores ayudan, por lo tanto, a controlar el pH
del medio. Entre estos agentes los mas simples son el bicarbonato y el citrato
sbédico que presentan una capacidad de tamponar limitada, mientras que otros
mas complejos como el TES acido 2-tris hidroximetilmetil amina etanosulfonico,
HEPES, MOPS (acido 3-N-morpholino propanosulfénico), TRIS, pueden regular
el pH en un rango mas amplio y no son dependientes de la temperatura (MOPS
y HEPES). El pH de los diluyentes normalmente utilizados oscila entre 6.8 y
7.2, pero se debe de considerar que el pH de estos medios no se estabiliza
hasta pasado unos 60-90 minutos del inicio de la dilucion en agua y que los
distintos diluyentes presentan un diferente patron de cambio de su pH a lo largo

del tiempo.

Por lo que se han de tomar las medidas oportunas en el proceso de

conservacion (Newth y Levis, 1999).
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2.5. PRESION OSMOTICA.

El espermatozoide de toro presenta una presion osmotica de 220-345
mOsmy es capaz de tolerar un rango de presiones osmaéticas bastante amplio.
Diversos estudios han evaluado la tolerancia a diversas presiones osmoticas,
llegando a la conclusion que ni la motilidad ni la viabilidad espermatica se ve
afectada por la presion osmaética en rangos comprendidos entre 250 y 290
mOsm (Fraser et al., 2001), mientras que cuando se reduce por debajo de 200
mOsm se detecta una reduccion significativa de la motilidad (Gilmore et al.,
1996; Fraser et al., 2001).

2.6. AMINOACIDOS.

Algunos diluyentes producidos con base en subproductos lacteos, se les ha
agregado, la cisteina, para obviar la necesidad de hervir la leche e inactivar un
factor toxico, la lactenina. Sin embargo este aminoacido se ha incorporado aun
en ausencia de leche, sin justificacion aparente. Quizas su incorporacién se
deba al hecho de que es un elemento abundante en las protaminas (proteinas
basicas), las cuales proporcionan un grado de condensacion estable de la
cromatina, paradmetro valioso en la maduracién espermética y el desarrollo

embrionario (Watson, 1995).
2.7. AGENTES ANTIMICROBIANOS.

Debido a tantos agentes patdégenos exdgenos, asi como la microflora propia
del diverticulo prepucial, la uretra y pene pueden afectar negativamente la
fertilidad del semen, es necesaria la inclusién de antibiéticos en los diluyentes.
La flora bacteriana produce toxinas y estas a su vez, putrefaccion de los
componentes de origen biologico del diluyente. Algunos de los antibiéticos mas
utilizados son: penicilina, estreptomicina, lincomicina, espectinomicina,
gentamicina y polimixina B. también se han incluido modernos antibioticos

como la amikacina y la dibekacina, este ultimo se ha sefialado como de mayor
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efectividad en la inhibicion del crecimiento bacteriano, sin afectar la motilidad y

morfologia acrosomal. Recientemente se ha admitido que el ceftiofur sédico
ademas de suprimir el crecimiento bacteriano, no posee efectos espermicidas
(Gadea et al., 2003).

2.8. OTROS COMPUESTOS Y ADITIVOS.

Muchos de los diluyentes contienen agentes protectores como el EDTA-
acido etilendiamino tetra acético. Este compuesto desempefia un papel
quelante para iones-divalentes, limitando el movimiento a través de la
membrana plasmatica, lo cual ocurre con la dilucién y el enfriamiento. EI EDTA,
también protege contra la enzima aminoacido-oxidasa liberada por los
espermatozoides muertos. Otros aditivos en los diluyentes para la
criopreservacion de semen son el Orvus Es Paste (OEP) y/o el Equex STM,

gue son detergentes sintéticos.

El efecto de algunos surfactantes sobre las membranas de las células
espermaticas parece estar ligado a la constitucion del diluyente,
particularmente a la presencia de lecitina aportada por la yema de huevo. Na-
dodecil-sulfato (SDS) componente surfactante, causa la completa inhibicion de
la fructolisis y abolicion de la motilidad del semen ovino en concentraciones de
0.0015 m (0.043/p/v). (Mann, 1964).

2.8.1. Yema de huevo.

Un importante componente de los medios de refrigeraciéon y congelacion
para la criopreservacion de semen de diversas especies. Las propiedades
protectoras de la yema de huevo sobre los espermatozoides durante la
congelacion fueron descubiertas por primera vez por Philips en 1939.
Posteriormente se encontré que la yema de huevo tenia al menos dos factores
activos, proteger contra el dafio al enfriamiento y ayuda manteniendo la
viabilidad (Bathgate, et al., 2006).
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Las lipoproteinas de baja denS|dad (LDLs) contenidas en la yema de huevo

fueron definidas como ingredientes activos. La adicion de LDLs de otras
fuentes fracaso por no producir la misma proteccién que la yema de huevo.
Esto fue probablemente porque las LDLs de la yema de huevo contienen
componentes, proteinas particularmente que trabajan en conjunto para
proporcionar proteccién a los espermatozoides (Watson, 1981). La yema de
huevo de gallina ha sido utlizada convencionalmente en medios de
criopreservacion de semen, probablemente por su amplia disponibilidad
(Bathgate et al., 2006).

2.8.2. Leche.

Especificamente, leche de vaca, es utilizada para diluir semende diferentes
especies (Foote et al.,, 1993; 2002; Salamon y Maxwell, 2000; El-Alamy y
Foote, 2001; Paulenz et al., 2002; Gil et al., 2000; 2003a, 2003b; Santiani,
2003). Las proteinas de la leche actian como amortiguadores contracambios
de pH y como agentes quelantes contra cualquier metal pesado presente
(Salamon y Maxwell, 2000). La caseina, la principal proteina de la leche,
también tiene un efecto antioxidante (Foote et al., 2002), y por tanto confiere
proteccion a los espermatozoides durante la reduccion de temperatura
(Salamon y Maxwell, 2000). Sin embargo, otra proteina presente en la leche, la
lactenina, es téxica para los espermatozoides (Salamon y Maxwell, 2000), es
por lo que se recomienda calentar la leche previamente a temperaturas
superiores a los 90°C, lo cual inactiva a esa proteina (Salamon y Maxwell,
2000; El-Alamy y Foote, 2001; Paulenz et al., 2002; Gil et al., 2003a, 2003b).

La leche puede ser usada en forma entera (El-Alamy y Foote, 2001),
reconstituida (Fiser y col., 1981; Salamon y Maxwell, 2000; Paulenz et al.,
2002) o descremada (Gil et al., 2000; El-Alamy y Foote, 2001; Gil et al., 2003a,
2003b). El uso de leche tratada con altas temperaturas (UHT) es muy

recomendado por su condicion de esterilidad y por no requerir calentamiento
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previo (SalamonyMaxwell, 2000). Algunos estudios indican que no existen

diferencias entre utilizar leche entera pasteurizada y leche descremada (Gil et
al., 2000; El-Alamy y Foote, 2001; Paulenz et al., 2002; Gil et al., 2003a,
2003b).

2.8.3. Agua

Aunque esta constituye el mayor elemento de un diluyente ha tenido poca
consideracion. Actualmente no se encuentra cabalmente delimitadas las pautas
de su calidad; sin embargo se ha encontrado que al comparar el uso de
diversas fuentes de ésta, el agua con un pre-tratamiento por medio de un
sistema de ésmosis inversa produjo los mas altos indices de motilidad de los

espermatozoides de hamster (Flowers y Esbenshade, 1993).

En general, en los Estados Unidos de América, la calidad de agua se
clasifica en tres clases: tipo |, que es de la mas alta pureza y se obtiene por
una combinacién de desionizacion, destilacion, filtracion y 6smosis inversa; tipo
II, es producida por doble destilacion y tipo Ill, que se elabora por simple
destilacion. En un estudio realizado con diluyentes de corta duracién
preparados en los tres tipos de agua, mencionados anteriormente, se
presentaron los promedios mas altos de viabilidad y fertilidad en los tipos | y I,
cuando el periodo de conservacion fue mayor a tres dias poscoleccion, los
parametros de viabilidad y fertilidad, no se afectaron significativamente, con
ninguno de los tres tipos de agua. Lo anterior puede evidenciar que cuando se
va a conservar el semen por periodos prolongados (mas de 72 horas), la

calidad del agua resulta fundamental (Flowers y Esbenshade, 1993).
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CAPITULO Il

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Materiales
3.1.1. Fisicos

e 1 Vagina artificial.

e 1 Microscopio.

e 1 Platina térmica.

e 1 Balanza analitica.

e 4 tubos de ensayo capacidad para 10 ml.

e 4 vasos de precipitacion capacidad para 50 ml.
e 4 vasos de precipitacion de 250 ml.

e 2 matraces Erlenmeyer de 250 ml.

e 1 camara de Neubauer.

e 1 pipeta para glébulos rojos.

e 2 pipetas de 1 ml de capacidad.

e 2 pipetas de 10 ml de capacidad

e 1 bafio maria de 5 litros de capacidad.

e 2 cajas de portaobjetos.

e 2 cajas de cubreobjetos.

e 1 paquete por 500 pajuelas de 0,5 ml.

e 1 cajatérmica de poliuretano 40 cm x 25 cm x 30 cm.
e 1 tanque de nitr6geno capacidad para 20 kg.

e 1 computador portatil para procesamiento de datos.
3.1.2. Quimicos.

¢ 50 mOsml de Trehalosa.
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40 mOsml de Sacarosa.

2,4 gr de Tris.

1 gr de fructuosa.

1,48 gr de 4cido citrico.

26 mg de gentamicina.

50000 Ul de penicilina

15 ml de glicerol.

1 frasco de 50 ml de tincién de eosina.

1 frasco de 50 ml de tincion de nigrosina..
1 frasco de 240 g de diluyente seminal Triladyl®.
100 g de alcohol polivinilico.

1 galén de agua destilada estéril.

20 kg de nitrégeno liquido.

3.1.3. Bioldgicos

3.2. Métodos.

6 eyaculados provenientes de un toro de raza Limousin.
6 vacas de raza mestiza, sincronizadas, empleadas como
maniqui.

5 yemas de huevos frescos.

3.2.1. Ubicacion geogréfica.

El estudio se realizé en el sector El Tesoro, en la parroquia Huambi, a 15

minutos del Cantdén Sucua, en la provincia de Morona Santiago, ubicada a 800

msnm, con una temperatura promedio de 23°C.
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3.2.2. Disefo experimental.

Se evaluaron 6 eyaculados de un mismo semental, dos eyaculados por
cada tratamiento, (Trehalosa con glicerol), (Sacarosa con glicerol) y Triladyl.
Utilizandose 10 pajillas por cada eyaculado en cada tratamiento.

Para todos los analisis se utilizo el programa estadistico SPSS Statistics 19.

Para la realizacion del presente estudio de investigacion se utilizé el siguiente

modelo matematico.

Andlisis de Varianza bajo un modelo de bloques al azar para cada tratamiento
(ANOVA) y prueba de Tukey para la evaluacion de diferencias estadisticas

entre tratamiento en base a la calidad espermética.
Yij- u+ T; + Ej(Ty) + ey

Donde:

Y = Son las variables medidas.

u= Media general.

T= Los tratamientos.

E= Eyaculados.

e= error aleatorio.

Previamente, todos los porcentajes fueron transformados a valores angulares

angulo = arcosenov/xpara acercar los datos a la distribucion normal.
3.2.2.1 Descripcion del disefio experimental

- Tipo de disefio.- Disefio de Bloques al Azar (DBA).

- Tratamientos:
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o Tratamiento A.- Trehalosa con glicerol.

o Tratamiento B.- Sacarosa con glicerol.

o Tratamiento C.- Triladyl ®.

- Repeticiones: 2
- Numero de U. Experimentales: 6
- Muestras de semen por U. Exp.: 10

- Total de muestras para DBA: 60
3.2.3. Caracterizacion de la unidad de analisis.

Las unidades de andlisis estuvieron compuestas por pajuelas de 0,5ml de
capacidad cargadas de semen bovino procesado en los 3 tratamientos a una
concentracion de 100 millones de espermatozoides/ml en un total de 60 pajillas

para el experimento.
3.2.3.1. Variables a analizar

Se evalu6 y comparé la calidad espermatica en el proceso de

criopreservaciéon mediante la determinacion de:

e Motilidad progresiva espermatica.
e Porcentaje de espermatozoides vivos/muertos.
e Porcentaje de espermatozoides normales/anormales (morfo-

anomalias).

3.2.4. Raza del semental

La raza empleada en este estudio fue la Limousin, que se caracteriza por
tener un pelaje de color rojo alazan, con gran desarrollo muscular y una alta

produccion de semen.
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3.2.5. Criterios de seleccion

Se tomé en cuenta los siguientes parametros para la seleccion del semental:

- De 2 a4 afios de edad.

- Condicion corporal de 3a 4 en escalade 1 ab.
- Sin patologias reproductivas.

- Sin anormalidades fisicas.

- Con buen estado de salud.
3.2.6. Preparacién del semental para la colecta de semen.

La preparacion del reproductor empez6 15 dias antes de la primera colecta
junto con la aplicacion de reconstituyentes vitaminicos. Posteriormente se tomé
el eyaculado cada 15 dias durante 3 meses. La alimentacién del animal
consisti6 en pasto gramalote (Axonopus Scoparius), durante todo el
experimento, es importante sefalar que el animal estuvo separado del resto de

animales, para evitar montas no dirigidas o peleas con otros toros.
3.2.7. Criterios de inclusion.-

Se incluyeron en la investigacién, eyaculados de coloracién y consistencia
cremosa con calificacion 4 y 5 (en escala de 0 a 5), y libre de particulas

extrafas.
3.2.8. Criterios de exclusion

No se excluyeron de la investigacién ningun eyaculado, sin embargo cabe
recalcar que los criterios de exclusion de los eyaculados fueron: eyaculados de
coloraciones: cremosa palida, lechosa, nublosa y claras (calificacion de
menores o iguales a 3 en escala de 0 a 5), con tonalidades rosaceas, grises.
También eyaculados amarillentos diluidos, y con presencia de particulas

extranas.
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3.2.9. Preparacion de los diluyentes.

Para el proceso de congelamiento del semen, se emplearon tres diluyentes
que fueron diferentes en su composicion, cada uno fue subdividido en dos
fracciones, que se identificaron como fraccion A (diluyente de refrigeracion sin

glicerol) y fraccion B (diluyente de congelacion con glicerol).
e Preparacion de trehalosa con glicerol.
Fraccion A:

e Trehalosa 25mM

e Tris0.60g

e Fructosa0.25¢g

e Acido citrico 0.37 g
e Yema de huevo 5 ml
e Gentamicina 13 mg
e Penicilina 25000 UI

e Agua bidestilada y desionizada ajustar a 50 ml
Fraccion B:

e Trehalosa 25mM

e Tris0.60g

e Fructosa 0.25¢g

e Acido citrico 0.37

e Yema de huevo 5 ml

e Glicerol 6.6 ml

e Preparacion de sacarosa con glicerol.

Fraccion A:
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e Sacarosa20 mM

e Tris0.60g
e Fructosa0.25¢g

e Acido citrico 0.37 g
e Yema de huevo 5 ml
e Gentamicina 13 mg
e Penicilina 25000 UI

e Agua bidestilada y desionizada ajustar a 50 ml
Fraccion B:

e Sacarosa20 mM

e Tris0.60g

e Fructosa 0.25¢g

e Acido citrico 0.37

e Yema de huevo 5 ml
e Glicerol 6.6 ml

e Preparacion de Triladyl®.

Se adicionaron 3 partes de agua destilada estéril previamente temperada a
+30°C hasta +35°C, y esta solucién se adicionara a 1 parte de yema de huevo.

3.2.10. Coleccion de Semen.

Para la coleccidon de semen se utilizé6 un semental adulto en la obtencién de

6 eyaculados.

La vagina artificial que se empled para la coleccion del semen mide 40 x 7
cm, la cual al momento de la colecta fue mantenida a una temperatura entre 42
a 45 °C y en uno de sus extremos se colocé un tubo colector graduado en
mililitros el mismo que estuvo a una temperatura entre 30 a 37 °C al momento

de recibir el eyaculado. El tubo fue cubierto con una pelicula protectora oscura
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para evitar los rayos del sol. Luego de la colecta el semen fue colocado en

bafio Maria a 37 °C, para igualar su temperatura con la de sus diluyentes

previamente ubicados en bafio Maria.
3.2.11. Evaluacién del semen.-

Esta prueba se realizé con el fin de predecir la fertilidad del macho. Una vez
colectado el semen, se determiné cuidadosamente tanto la cantidad como la
calidad del eyaculado, dependiendo éste de algunos factores tales como la
edad, temperatura, estado corporal, tamafio de los testiculos y la raza.

3.2.12. Evaluacion macroscopica

El objetivo de esta evaluacion, fue determinar las caracteristicas
organolépticas del semen, las cuales proporcionaron informacién muy general

de la calidad del mismo.

e Volumen. Se determind mediante la utilizacion de un tubo
graduado en el cual se observd el volumen completo, el cual
sirvio para calcular la concentracion total de espermatozoides en
el eyaculado y posteriormente, para determinar el niamero de
dosis que se prepararon. El volumen completo de un toro
semental varia entre 3 y 6 cc, por lo que esto puede variar
dependiendo de las condiciones individuales y ambientales.
(Hafez, 2000).

e Color. El semen se clasific6 en sus diferentes tonalidades

dependiendo de su concentracién espermatica.

e pH. Es una medida del grado de acidez o alcalinidad y en

consecuencia es un indicador de actividad metabodlica de los
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espermatozoides. Conforme envejece el eyaculado aumenta la

produccion de &cido lactico y desciende el pH, el cual se
determind con tiras reactivas. El pH del semen de toro debe
mantenerse entre 6,4 a 6,9.

3.2.13. Preparacion de los diluyentes

El objetivo de esta evaluacion fue reunir los elementos necesarios para el
calculo de dosis, ademas de que permiti6 determinar si el semen era viable
para su uso en la congelacién. Las caracteristicas del eyaculado se
determinaron mediante microscopio y tuvieron mayor valor que las obtenidas

macroscopicamente.

e Motilidad en masa.- Se evalud en la periferia de una gota gruesa de 5 pl,
sobre un portaobjetos sin cubreobjetos en platina térmica a 37 °C.

e Motilidad.- Para este punto se coloc6 una gota de semen sobre un
portaobjetos previamente calentado a temperatura de 37 °C y se cubri6 con
un cubreobjetos precalentado a la misma temperatura sobre la gota de
semen. Enseguida se observé al microscopio con el objetivo seco débil de
10x y seco fuerte de 40x, para estimar la motilidad segun la rapidez con la

gue se muevan los espermatozoides hacia adelante y en linea recta.

a) Concentracion.- Para su determinacion se utiliz6 la camara de
neubauer, con una solucién de formalina mas eosina en una dilucion

1:200 (semen: solucion).

b) Morfologia.- Para la realizaciéon de esta prueba se colocé una gota de
semen fresco sobre un portaobjetos calentado a la misma temperatura
del semen, y se aplico una gota de tincion vital eosina/nigrosina (Evans y
Maxwell 1987), a la misma temperatura con el objeto de colorear y fijar

los espermatozoides; posteriormente se ubicé un segundo portaobjetos
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en un angulo de 45° con el primero, se desliz6 suavemente a lo largo del

primero para extender la gota de semen tefiida. Se esperé un minuto a
gue se seque la muestra a temperatura ambiente para posteriormente
observar la morfologia espermética normal y anormal. Se contaron 200
espermatozoides en diferentes campos del microscopio clasificando a
las células en normales y anormales (con base a anormalidades
primarias y secundarias). En un eyaculado normal no debe admitirse una
cifra superior al 20% de morfo anomalias espermaticas, considerandose
una cifra media normal de 10% de anormalidades primarias (de origen
testicular). Generalmente, cuando se realizé el examen morfologico, se
contaron de 100 a 200 espermatozoides, y se tomé el porcentaje de

espermatozoides normales contra espermatozoides anormales.

c) Relacién de espermatozoides vivos/muertos.- Para la realizacion de
esta evaluacion se depositdé una gota de semen fresco sobre un
portaobjetos previamente calentado a 37° C y se colocé una gota de
eosina/nigrosina para colorear los espermatozoides, posterior a esto se
aplicé un segundo portaobjetos en un angulo de 45° con el primero,
deslizandolo suavemente a lo largo del primero para extender la gota de

semen tefida.

Se esper0 un minuto para que se seque la muestra a temperatura
ambiente a continuacibn se observd los espermatozoides para
determinar si estan vivos o muertos durante la tincion. Se contaron 200
espermatozoides en diferentes campos del microscopio. Para diferenciar
si un espermatozoide esta vivo o muerto antes de la tincion, se tomo
como base lo siguiente: se ha demostrado que las cabezas de los
espermatozoides muertos o en fase letal, tienen la propiedad de dejar
pasar los colorantes a través de su membrana, esto se debe a la

perturbacion de la permeabilidad de la membrana de la cabeza, mientras
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que los espermatozoides vivos no permiten el paso de colorantes, por lo

gue permanecen sin coloracion, un eyaculado de buena calidad y para
poder ser procesado no debe presentar un nimero menor de 80% de

células espermaticas vivas.
3.2.14. Meétodo de criopreservacion

Una vez terminado el proceso de evaluacion de semen se procedio a seguir

el siguiente esquema de enfriamiento y congelacion.

e Semen con el diluyente a 4-5°C durante 40 minutos.

e Empaquetado de pajillas.

e Pajillas colocadas a vapor del nitrégeno liquido a -70° C durante 15 minutos

e Introduccién de las pajillas dentro de nitrégeno liquido (N?) a -190° C
durante 5 minutos.

e Colocacion de las pajillas en los goblet luego en los bastones y
posteriormente en las canastillas.

e Introduccién de las canastillas al tanque que contiene nitrégeno liquido.
3.2.15. Evaluacion de las variables

Para la evaluacion del semen ya congelado en nitrdgeno liquido se tomaron
10 pajillas de cada eyaculado de los tres tratamientos; se consideraron las
variables como porcentaje de motilidad progresiva (individual), porcentaje de

espermatozoides vivos/muertos al descongelar y porcentaje de anormalidades.

La descongelacion se realizd utilizando un bafio Maria que estuvo a una
temperatura entre 35-37 °C y se dejé durante 20 a 30 segundos. Posterior a
esto el porcentaje de espermatozoides con movimiento lineal se examind
visualmente con cada diluyente. Las muestras de semen se colocaron en un
portaobjetos calentado previamente a 37° C en una termo-platina, para evitar

variaciones en la temperatura antes de ser observado y evaluado al
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microscopio; las estimaciones de la motilidad del esperma se realizaron en 3

campos distintos del microscopio y se tomaron la media de estas tres
estimaciones las cuales fueron a los registros como una puntuacion de

motilidad final.

Para la evaluacion del porcentaje de espermatozoides vivos/muertos se
realizd lo siguiente: se depositd una gota de semen de las pajillas
descongeladas sobre un portaobjetos previamente calentado a 37° C y se
coloc6 una gota de eosina/nigrosina para colorear los espermatozoides;
posteriormente a esto se coloco un segundo portaobjetos en un angulo de 45°
con el primero, deslizandolo suavemente a lo largo del primero para extender la
gota de semen tefiida. Después de un minuto de secada la muestra a
temperatura ambiente se observo los espermatozoides y se determind si estan
vivos o muertos durante la tincion. Se contaron 200 espermatozoides en
diferentes campos del microscopio. Para diferenciar si un espermatozoide esta

vivo o0 muerto antes de la tincion.
3.2.16. Andlisis estadistico.

El andlisis estadistico consisti6 en una comparacion de medias entre grupos
mediante andlisis de la varianza (ADEVA) y, cuando las diferencias fueron
significativas se emple6 la prueba de significacion de Tukey al 5%. Los
resultados se expresaron en media (X) * desviacion tipica (s), asi como se
establecieron los Coeficientes de Variacion (CV=s/X) para los grupos y para las
muestras. Los resultados obtenidos se evaluaron empleando el disefio
estadistico planteado “DBA” y el analisis de los mismos mediante los paquetes

informaticos SPSS, version 19 y Minitab version 15.

Juan Carlos Ramoénez Cardenas 32



Universidad de Cuenca A " Facultad de Ciencias Agropecuarias

CAPITULO IV

4. RESULTADOS
4.1. Analisis Estadistico de las variables estudiadas

Segun el analisis estadistico de las variables de estudio del semen pos-
descongelacibn se obtuvieron los siguientes resultados en: Motilidad
Progresiva (MP), relacion espermatozoides vivos/muertos y anormalidades

espermaéticas.
4.1.1. Caracteristicas seminales generales.

CUADRO N°¢° 1.- Valores globales para las variables motilidad progresiva,
espermatozoides vivos/muertos y anormalidades de seis eyaculados de un toro

antes de la congelacion.

N° de . L, Valor Valor
. : Medi | Desviaci6 o L.
eyaculacione Variable . minim | maxim
a n estandar
S 0 0
Motilidad
progresiva 83 3,098 80 88
individual
6 Espermatozoides
vivos/muertos 84,67 1,36 83 87
Espermatozoides
normales/anormale | 90,33 1,36 88 92
S

El cuadro N° 1 se muestra los resultados obtenidos para las variables
motilidad progresiva 83%, la cual se encuentra por encima de los valores de
referencia que son entre 80-100%, espermatozoides vivos/muertos de 84,67%
y en la variable anormalidades una media de 90,33%, la que esta por encima

de lo recomendado que es del 85% de espermatozoides normales.
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Con base a los resultados obtenidos en la evaluacidon de las variables

seminales se procedi6 a criopreservar los 6 eyaculados, ya que se encontraron

dentro de los rangos establecidos.

CUADRO N° 2.- Valores globales para las variables motilidad progresiva,
espermatozoides vivos/muertos y anormalidades del semen descongelado de

todos los tratamientos.

N° de
pajillas Variable Media Desv'iacic’)n \{a!or \{al_or
evaluadas estandar minimo | maximo
totales
Motilidad progresiva
individual % 35,98 8,44 25 55
Espermatozoides
60 vivos/muertos % 39,17 9,94 25 62
Espermatozoides
normales/anormales 85,97 3,47 77 92
%

El cuadro N° 2 muestra los valores medios de las muestras evaluadas (60
pajillas) de semen descongelado, para la variable motilidad progresiva, se
encontraron valores de 35,98%, en la variable espermatozoides vivos/muertos
de 39,17 % y en la variable anormalidades una media de 85,97%, en

comparacioén con los valores de semen fresco.
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CUADRO N° 3. Diferencias de medias generales para las diferentes variables

evaluadas entre semen fresco y semen descongelado.

Variable No de | Semen | No de | Semen Diferenc
eyaculacion | antes pajilla | descongela |ia
es de S do
congel
ar
Motilidad
progresiva % 83a 35,98b 47,02
Espermatozoides
vivos/muertos % | 6 84,67a 60 39,17b 45,5
Espermatozoides
normales/anormal 90,332 85,97a 4,36

es %

a,b, literales diferentes entre filas indican diferencia estadistica significativa

(p<0.05).

El cuadro N° 3. Comparando las variables analizadas, motilidad progresiva y

espermatozoides vivos/muertos, se observa diferencia estadistica significativa

(p<0.05) entre el semen fresco y semen descongelado, mientras que para la

variable anormalidades no se encuentra diferencia estadistica significativa

(p>0.05) a antes y después de la congelacion.
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4.1.2. Anadlisis estadistico de la Motilidad Progresiva “MP”.

CUADRO N° 4. Comparacion de medias para la variable motilidad espermatica
progresiva entre semen antes de la congelacion y el semen congelado-
descongelado con los diferentes diluyentes empleados para la criopreservacion

. Semen sin . Semen
Diluyente conaelar N° de pajillas congelado-
9 descongelado

Trehalosa con 84,00a 20 32,00 b
glicerol %

Sacarosa con 81,50a 20 29,45 c
glicerol %

Triladyl % 83,50a 20 46,50 a

a,b,c, literales diferentes en las columnas indican diferencias estadisticas
significativas entre medias de los tratamientos (p<0.05)

b,c, literales diferentes en las columnas indican diferencias estadisticas

significativas entre medias de los tratamientos (p<0.09)

En el cuadro N° 4 comparando la variable motilidad espermatica
progresiva en el semen congelado/descongelado mediante el analisis ANOVA
se encontr6 diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre los tres
tratamientos, presentandose el valor mas altos para el diluyentes (a) Triladyl,
seguido por el diluyente (b) Trehalosa con glicerol y el valor mas bajo para (c)
Sacarosa con glicerol, observandose una pérdida de la motilidad de 52, 52,05 y
37 respectivamente; igualmente se encontro diferencias estadistica
significativas (p<0.09) entre los diluyentes (b) Trehalosa con glicerol y (c)

Sacarosa con glicerol.
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Trealosa con glicerol Sacarosa con glicerol Triladyl

TRATAMIENTOS

Gréafico N° 1. Representacion lineal de las medias de la variable “MOTILIDAD
PROGRESIVA”.

Tratamiento A.- Trehalosa con glicerol; Tratamiento B.- Sacarosa con glicerol;
Tratamiento C.- Triladyl®.

El grafico N° 1 muestra como mejor tratamiento al C “Triladyl®, seguido del A
“Trehalosa con glicerol” y el B “Sacarosa con glicerol”. El analisis estadistico
permiti6 establecer diferencias estadisticas significativas por lo que se
recomendd hacer la prueba de significancia establecida (Tukey 5%).
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CUADRO N° 5.- Prueba de significancia de Tukey al 5% para la variable
MOTILIDAD PROGRESIVA ESPERMATICA.

Intervalo de
Diferencia Error confianza al
() Tratamientos (J) Tratamientos | de medias . Sig. 95%
tipico —
(1-J) Limite
inferior
Sacarosa con
Trehalosa con licerol 2,550 1,201 ,094 -,34
|glicerol g ) |
Triladyl -14,500 1,201 ,000 -17,39]
Sacarosa con T(EZ?J}?SE‘ con 2550 1201 094 .5 44
lglicerol g . |
Triladyl -17,050 1,201 ,000 -19,94
TIEEZ?C')?S‘E‘ con 14500 1201 000 11,61
Triladyl® g
gl?ccjﬁsa con 17,0501 1,201 000 14.16)

Tratamiento A.- Trehalosa con glicerol; Tratamiento B.- Sacarosa con glicerol;

Tratamiento C.- Triladyl®

En la prueba de significancia de Tukey al 5% se establece que existe

diferencias entre los tres tratamientos (Trehalosa con glicerol; Sacarosa con
glicerol y Triladyl®) sobre la “MOTILIDAD PROGRESIVA ESPERMATICA”

congelacion-descongelacion.

Juan Carlos Ramoénez Cardenas
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CUADRO N° 6.- Resultados de la prueba de Tukey al 5% para MOTILIDAD

PROGRESIVA ESPERMATICA.

HSD de Tukey

Subconjunto para alfa
TRATAMIENTOS N =0.05
1 2

Sgcarosa con| 20 29.45
lglicerol
Tr.ehalosa con| 20 32.00
lglicerol
Triladyl® 20 46,50
Sig. ,094 1,000

Tratamiento A.- Trehalosa con glicerol; Tratamiento B.- sacarosa con glicerol; y
Tratamiento C.- Triladyl®.

La prueba de Tukey al 5% para la variable MOTILIDAD PROGRESIVA
ESPERMATICA, establece que de todos los tratamientos el que genera una
mejor motilidad progresiva es el tratamiento C: “Triladyl®” (46,50%) (p<0.05),
seguido del tratamiento A “Trehalosa con glicerol” (32%) y el tratamiento B
“Sacarosa con glicerol” (29,45%) (p=0.09), después del proceso de
congelacion-descongelacion.
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4.1.3. Analisis estadistico de la variable ESPERMATOZOIDES

VIVOS/MUERTOS.

CUADRO 7. Comparaciéon de medias para la variable espermatozoides
vivos/muertos entre semen antes de la congelacibn y semen congelado-

descongelado con los diferentes diluyentes empleados para la criopreservacion

. Semen sin . Semen
Diluyente conaelar N° de pajillas congelado-
g descongelado

Trehalosa con 83,5a 20 33,85b
glicerol

Sacarosa con 84,5a 20 31,85Db
glicerol

Triladyl 86 a 20 51,80 a

a,b, literales diferentes entre filas indican diferencia estadistica significativa
(p<0.05).

En el cuadro N° 7 al realizar el analisis de varianza (ANOVA) en la variable
espermatozoides vivos muertos en semen congelado/descongelado se
encontré diferencias estadisticas significativas (p<0,05) entre tratamiento; el
resultado mas al alto de espermatozoides vivos se presentd en el diluyente
Triladyl, y no encontrandose diferencias estadisticas entre el diluyente
trehalosa con glicerol y sacarosa con glicerol. no existe diferencias estadisticas

entre tratamientos en semen antes de la congelacién (p>0.05)
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GRAFICO 2. Medias de espermatozoides vivos.
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Grafico N° 2.- Representacion lineal de las medias de la variable
“‘ESPERMATOZOIDES VIVOS/MUERTOS”.

Tratamiento A.- Trehalosa con glicerol; Tratamiento B.- Sacarosa con glicerol,

Tratamiento C.- Triladyl®.

El grafico N° 2 muestra como mejor tratamiento al C “Triladyl®, seguido del A
“Trehalosa con glicerol” y el B “Sacarosa con glicerol”. El analisis estadistico
permiti6 establecer diferencias significativas entre tratamientos por lo que se

procedi6 a realizar la prueba de significancia establecida (Tukey 5%).
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CUADRO N° 8.- Prueba de significacion de Tukey al 5% para la variable
RELACION ESPERMATOZOIDES VIVOS/MUERTOS.

Intervalo de
Dif i confianza al
(1) () d(la (:T:(ZZTGII: Error | g 95%
TRATAMIENTOS TRATAMIENTOS tipico g —
(1-J) Limite
inferior
Trealosa con Sacarosa con 2 000 1331 297  }1.20
. glicerol
|glicerol ) *
Triladyl 117,950 1331  |000  |21.15
Sacarosa con Trealosa con /2 000 1331  |297  |5.20
lolicerol glicerol
d Triladyl 10,9500 1331|000  |23.15
Trealosa con 17,950" 1331 |ooo 475
: glicerol
Triladyl S
acarosa con 19,950 1331  |ooo 16,75
glicerol

En la prueba de significacion de Tukey al 5% se establece que existe

diferencias entre los tres tratamientos (Trehalosa con glicerol; Sacarosa con
ESPERMATOZOIDES

glicerol 'y

Triladyl®)

sobre la

Juan Carlos Ramoénez Cardenas
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CUADRO N° 9.- Resultados de la prueba de Tukey al 5% para la variable

ESPERMATOZOIDES VIVOS/MUERTOS

HSD de Tukey

Subconjunto para alfa
TRATAMIENTOS N =0.05
1 2

Sgcarosa conu20 31 85

lglicerol

Tr.ealosa con:20 33,85

lglicerol

Triladyl 20 51,80

Sig. ,297 1,000

La prueba de Tukey al 5% para la variable RELACION
ESPERMATOZOIDES VIVOS/MUERTOS, establece que de todos los
tratamientos el que genera una mejor relacién espermatozoides vivos/muertos,
es el tratamiento C: “Triladyl®” (51,80%) (p<0.05), seguido del tratamiento A
“Trehalosa con glicerol” (33,85%) y el tratamiento B “Sacarosa con glicerol”
(31,85%) (p=0.297), después del proceso de congelacién-descongelacién de

semen.
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4.1.4. Analisis estadistico de la variable ESPERMATOZOIDES

NORMALES/ANORMALES.

CUADRO 10. Comparacion de medias para la variable de la variable
espermatozoides normales/anormales entre semen antes de la congelacion y el
semen congelado-descongelado con los diferentes diluyentes empleados para

la criopreservacion.

. Semen sin . Semen
Diluyente No de pajillas congelado-
congelar
descongelado

Trehalosa con
glicerol 90,5a 20 86,2 a
Sacarosa con
glicerol 89,0 a 20 84,85 a
Triladyl

915a 20 86,85 a

Las diferencias entre semen antes de la congelacion y descongelado para

espermatozoides normales/anormales no son significativas (p>0.05).

a, Literales iguales en columnas indican que no hay diferencias estadisticas

entre medias de los tratamientos (p > 0.05).

En el cuadro N° 10 al realizar el andlisis de varianza (ANOVA) no se denot6
diferencias estadisticas significativas en la variable espermatozoides
normales/anormales (p > 0,05) en semen sin congelar y los que fueron
sometidos al proceso de congelacion/descongelacion. asi también para esta
misma variable, no hubo diferencias estadisticas significativas entre

tratamientos (p>0.05).
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GRAFICO 3. Medias de espermatozoides normales.
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Grafico N° 3.- Representacion lineal de las medias de la variable
‘ESPERMATOZOIDES normales/anormales”.

Tratamiento A.- Trehalosa con glicerol; Tratamiento B.- Sacarosa con glicerol,

Tratamiento C.- Triladyl®.

En el grafico N° 3 se puede apreciar como mejor tratamiento en la variable
espermatozoides normales/anormales, luego de la descongelacion del semen
al tratamiento C “Triladyl®”, seguido del A “Trehalosa con glicerol y B

“Sacarosa con glicerol”. Sin embargo, en el andlisis estadistico no se
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encontraron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos por lo

gue no se pudo aplicar la prueba de significacion de Tukey al 5%.
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CAPITULO V

5. DISCUSION

El proceso de criopreservacion de semen conduce a una pérdida de
aproximadamente el 50% de los mismos, es por tal motivo que los protocolos

de congelacion deben ser realizados de acuerdo a la especie doméstica.

Los parametros de caracterizacion seminal hallados en las muestras del
reproductor eyaculado se encuentran dentro de los valores normales

reportados por Medina et al., 2007.

Los resultados encontrados en la presente investigacion indican que el uso de
la Trehalosa con glicerol y Sacarosa con glicerol para la congelacién del semen
de toro de razas carnicas, muestra una tendencia estadistica (p = 0,09), esto
sugiere que la combinacién de la Trehalosa con glicerol da una mejor motilidad
posdescongelacion 32% con respecto a la Sacarosa con glicerol de 29,45%.
No asi con respecto al crioprotector comercial Triladyl encontrandose
diferencias estadisticas significativas con respecto a los otros dos
crioprotectores (p < 0,05), demostrandose que el crioprotector comercial es
mejor para conservar la motilidad progresiva individual post-descongelacion
(46,50%).

Resultados similares fueron encontrados por Tonieto et al., 2010 quien
reporta que la adicion de Trehalosa conjuntamente con lipoproteinas de baja
densidad sin la adicién de glicerol mejora la calidad espermatica en semen de
carnero post-descongelacion en relacion a la integridad de la membrana 36,5%
y la integridad acrosomal 65.3%, no asi para la motilidad espermatica 49,2%.
Por lo tanto el uso de Trehalosa representa una alternativa al glicerol que este

altimo es potencialmente citotéxico (Gutiérrez-Pérez et al., 2009).
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Se ha sugerido que el prlnC|paI efecto crioprotector de la Trehalosa en los

diluyentes de congelacidon es la preservacion de las estructuras de la
membrana como el acrosoma. En este al respecto en toro (Serpil et al., 2009),
cabra

(Aboagla et al., 2004) sugiriendo que la integridad del acrosoma aumenta

cuando la Trehalosa es afiadida a los medios de criopreservacion.

Se ha informado que la proteccion de la Trehalosa durante la curva de frio se
incrementa en combinacién con glicerol esto se puede deber a un efecto

sinérgico (Gutiérrez-Pérez et al., 2009).

La inclusion de Trehalosa y otros azlcares como crioprotectores en
extensores de semen congelado pueden beneficiarse post-descongelacién en
cuanto a la viabilidad esperméatica (Matsuoka et al., 2006). La calidad del
esperma después de la descongelacion puede ser similar para los extensores
que incluyen Trehalosa o glicerol (Moura et al., 1995) y la inclusiéon Trehalosa
en extensores a base de glicerol no tiene un efecto post-descongelacién sobre
la motilidad espermatica (Sanchez-Partida et al., 1998). Sin embargo, la
inclusion de Trehalosa en extensores sin glicerol puede mejorar la motilidad de
los espermatozoides (Molinia et al.,, 1994). El efecto crioprotector de la
Trehalosa se puede atribuir a su actividad antioxidante (Aisen et al., 2005)
ademas esta favorece la deshidratacion celular e influye en el patrén de
cristalizacion de los canales de soluto presentes en porciones de agua no
congelada del extensor (Nicolajsen y Hvidt, 1994), que contribuye a la
reduccion de cristales de hielo (Aisen et al., 2005). Aisen et al., 2002 sugiere
gue un medio extensor hipertbnico mejora la movilidad esperméatica en semen

de carnero.
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En un estudio de Khalili et al., 2009 demostré que la adiciéon de Trehalosa a

un diluyente, fue estadisticamente superior a la Sacarosa (p > 0.05).

Ademas los valores reportados en la investigacion citada anteriormente,
Trehalosa (39.22+0.62), Sacarosa (32.54+0.75) son similares a los encontrados
en la investigacion realizada en este trabajo: Trehalosa (32,0%) y Sacarosa

(29.45%), en relacién a la motilidad progresiva.

El uso de crioprotectores comerciales como el Triladyl objeto de nuestro
estudio, empleado en la refrigeracion o congelacion de semen en las diferentes
especies domesticas ha tenido realce con respecto a ingredientes tradicionales,
esto se puede deber a la eficacia y la facilidad en los diferentes protocolos de
los usos de estos. Los resultados de la investigacion realizada con relacion a la
utilizacion del crioprotector comercial Triladyl versus los azlcares trehalosa y
sacarosa muestra diferencia estadistica significativa (p > 0.05) en las siguientes
caracteristicas seminales: motilidad espermatica Triladyl (46,5%) Trehalosa con
glicerol (32%) y Sacarosa con glicerol (29.45%) y viabilidad espermética
Triladyl (51,8%) Trehalosa con glicerol (33.85%) y Sacarosa con glicerol
(31.85%) y no encontrandose diferencias en relacion al porcentaje de
espermatozoides normales (p>0.05) Trehalosa con glicerol (86.2%); Sacarosa
con (glicerol (84.85%) y Triladyl (86.85%). Similares resultados fueron
reportados por (Villa, 1996) quien comparé un protocolo tradicional tris-yema de
huevo contra Triladyl y demostr6 que la movilidad espermatica post-
descongelacién mejora con la utilizacion del crioprotector comercial (p < 0.05)

todo esto bajo condiciones ambientales tropicales.

Sin embargo, Janett et al., 2005 compararon tres diluyentes comerciales
Andromed, Bioxell y Triladyl reportaron que la motilidad post-descongelacion
del AndroMed® (67.7 = 1.9%) fue estadisticamente diferente (p < 0.05) en
comparacién con Bioxcell® (60.9 + 1.9%) y Triladyl® (52.4 + 1.9%).
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Comparando estos valores obtenldos por estos autores a los realizados en esta

presente investigacion no hay muchas diferencias entre los mismos.

Los resultados de la presente investigacidn son superiores a los encontrados
por Amirat et al., 2005 quien comparo tres extender Biociphos, proteinas de
baja densidad y Triladyl donde reportd valores para la motilidad progresiva

espermatica de 64.1+1.7, 61.00 + 1.5y 31.8 +1.2 respectivamente.

Los cambios de temperatura como el enfriamiento rapido y lento de semen
entre 30° C y 0° C induce estrés en los espermatozoides y debe ser realizado
cuidadosamente, ademas esto se relaciona con los cambios de la fase lipidica,
la cual alteraria el estado funcional de la membrana (Meyers et al 2005).
Mientras que el descenso de la temperatura por debajo de los 0°C, a un ritmo
lento promueve una mayor salida de agua de la célula que conlleva a la
deshidratacion celular muy marcada, pero un enfriamiento rapido no es
suficiente para permitir la salida de agua, lo que conduce a una formacion de

cristales de hielo intracelular (Celeghini et al., 2007)
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CAPITULO VI

6. CONCLUSIONES

e El tratamiento de Trehalosa con glicerol alcanzé porcentualmente una
media de (32,00%) de motilidad progresiva, con una ligera tendencia al
tratamiento de Sacarosa con glicerol (29,45%), pero en comparacion con
el tratamiento con el diluyente comercial Triladyl (46,50%), este ultimo

mostro estadisticamente ser mejor.

e En relacibn con la variable espermatozoides vivos/muertos, el
tratamiento a base de Trehalosa con glicerol (33,85%), no presento
diferencia significativa frente a Sacarosa con glicerol (31,85%): mientras
que el diluyente comercial Triladyl (51,80%), tuvo un resultado

significativo frente a los dos tratamientos.

e Para la variable espermatozoides normales/anormales, los resultados
obtenidos con los tratamientos Trehalosa con glicerol (86,2%), Sacarosa
con glicerol (84,85%) y Triladyl (86,85%), no tuvieron diferencias

significativas, no afectando los tratamientos a esta variable.
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CAPITULO VII

7. RECOMENDACIONES

e Tener presente la temperatura de la vagina artificial en el momento de la

colecta ya que esto puede afectar el eyaculado del semental
e Es importante tener en cuenta para futuras investigaciones la edad de
los animales para conseguir otros azlcares que puedan mejorar la

calidad del semen a costos mas econémicos.

e Se recomienda seguir investigando en base a otros azucares no

permeables en lo referente a la congelacién de semen.
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CAPITULO VIII
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ANEXOS

ANEXO N° 1.

Sistema de valoracién visual de la concentracién espermética, consistencia y
onda de movimiento del semen de carnero (Evans, et. al., 1990; Hafez, et. al.,
2004; Melling, et. al., 2000).

Numero de
Puntuacion espermatozoides
Yy Consistencia Descripcion* (n x 10
Calificacion Media | Rango
Denso, ondas de
movimiento muy rapidas.
Muy Cremoso Np se pu_ed(—;- _observar las
5 buena espeso células individuales. EI|5,0 4,5-6
90% o mas de |los
espermatozoides son
activos.

Movimiento vigoroso, pero
las ondas y los remolinos
4 | Buena Cremoso no son rapidos como los de | 4,0 3,5-4,5
valor 5. Alrededor de 70 a
85% de células activas.

SoOlo aparecen ondas de
movimiento  lento. Se

Cremoso ueden ver
3 | Regular | liviano 0 P id islad 3,0 2,5-3,5
diluido espermatozoides aislados.

El 45 a 65% de las células
son activas.

No aparecen ondas. Existe
algun movimiento  de
2 | Pobre Lechoso espermatozoides. 20 a|2,0 1,0-2,5
40% estan vivos pero su
movilidad es pobre.

Muy pocos
1 Muy Nublado 0 | espermatozoides muestran 07 03-10
pobre brumoso signos de vida (10%) y con | ' e

movimientos débiles.

Ac uoso claro
O | Muertos | o
transparente

Ningun espermatozoide

S Insignificante
presenta movimiento.
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Alteraciones morfologicas de los espermatozoides de acuerdo a la region:

Acrosoma, Cabeza, Pieza intermedia y Cola.
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E
=
=
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rudimentaria

Cola

doble con
dos cabezas

. retroaxial
retorcida con gota
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ANEXO N° 3.

Resultados de las muestras de semen fresco en el experimento por

tratamiento.

ANEXO 3.1. Volumen
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Tratamiento Eyaculado 1 Eyaculado 2
Volumen (ml) Volumen (ml)
Trehalosa 4 5
Sacarosa 7 6
Triladyl 4 6
ANEXO 3.2. Caracteristicas visuales del semen.
Tratamiento Color Calificacion Referencia
Trehalosa Cremoso Muy buena maéyor a 750 x
10
Sacarosa Cremoso Muy buena maéyor a 750 x
10
Triladyl Cremoso Muy buena mayor a 750 x
10°
ANEXO 3.3. ph del eyaculado.
Tratamiento pH
Trehalosa 6,5
Sacarosa 7,5
Triladyl 7,2
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ANEXO 3.4. Motilidad progresiva individual y concentracion.
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Motilidad % Motilidad %

Tratamiento Eyaculado 1 Eyaculado 2 Media
Trehalosa 85 86 85,50
Sacarosa 80 85 82,50
Triladyl 85 88 86,50

Espermatozoides | Espermatozoides
Tratamiento por ml (10°) por ml (10°) Media
Eyaculado 1 Eyaculado 2
Trehalosa 850 900 875
Sacarosa 850 870 860
Triladyl 800 850 825

ANEXO 3.5. Motilidad progresiva inicial y motilidad al descongelado.

Tratamientos

Motilidad Inicial
%

Motilidad al
descongelado %

Trehalosa con

glicerol 84 32
Sacarosa con
glicerol 81,5 29,45
Triladyl

83,5 46,50
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ANEXO N° 4.

Evaluacion estadistica de MOTILIDAD PROGRESIVA
POSDESCONGELACION.

ANEXO 4.1. MOTILIDAD PROGRESIVA POSDESCONGELACION

Intervalo de

confianza

L, parala

N Media DeS,VI.aCIOn I?rror media al

tipica tipico 95%

Limite

inferior

Trealosa cont 20| 32,00 3,061 684 30,57
|glicerol

Sacarosa cont 20| 2945 3,154 705 27,97
|glicerol

Triladyl 20| 46,50 4,894 1,094 44,21

Total 60| 35,98 8442 1,090 33,80

ANEXO 4.2. MOTILIDAD PROGRESIVA POSDESCONGELACION VALORES
MAXIMOS Y MINIMOS

Intervalo de
confianza para la o o
media al 95% Minimo Maximo
Limite superior
Trealosa con glicerol 33,43 27 38
Sacarosa con glicerol 30,93 25 35
Triladyl 48,79 40 55
Total 38,16 25 55

ANEXO 4.3. PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS
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Estadistico de
Levene

3,162 2 57 ,050

gll gl2 Sig.

ANEXO 4.4. ANOVA DE UN FACTOR

Suma de Media )
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter-
3383,033 2 1691,517| 117,302 ,000]
lgrupos
Intra- 821,950 57 14,420
lgrupos
Total 4204,983 59

ANEXO 4.5. COMPARACIONES MULTIPLES DE MOTILIDAD PROGRESIVA
POSDESCONGELACION.

HSD de Tukey

Intervalo de
' ' confianza al
(1 V) Séfen:ZZf:;? Error 1 gig 95%
TRATAMIENTOS TRATAMIENTOS tipico ' —
(1-J) Limite
inferior
Trealosa con Sacarosa con 2550 1201 094 .34
_ glicerol
lglicerol : A
Triladyl -14,500 1,201 ,000 -17,39|
Sacarosa con Tr.ealosa con -2,550 1,201 ,094 -5,44
lolicerol glicerol .
9 Triladyl -17,050 1,201 ,000 -19,94
Trealosa con 14,5000 1,201 000 11,61
_ glicerol
Triladyl Sacar 0
acarosa co 17.050| 1201 000 14.16
glicerol
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ANEXO 4.6. DIFERENCIA DE MEDIAS, COMPARACIONES MULTIPLES.

HSD de Tukey

(I) TRATAMIENTOS (J) TRATAMIENTOS Intervalo de
confianza al 95%
Limite superior
, Sacarosa con glicerol 5,44
Trealosa con glicerol , |
Triladyl -11,61
Sacarosa con alicerol Trealosa con glicerol 34
g Trilady! 114,16
_ Trealosa con glicerol 17,39
Triladyl . e
Sacarosa con glicerol 19,94

ANEXO 4.7. DIFERENCIA ENTRE LOS TRATAMIENTOS

HSD de Tukey

Subconjunto para alfa
TRATAMIENTOS N =0.05
1 2

Sgcarosa con| 20 29.45
lglicerol
Tr.ealosa con| 20 32,00
lglicerol
Triladyl 20 46,50
Sig. ,094 1,000
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ANEXO N° 5.

Evaluacion  estadistica de ESPERMATOZOIDES VIVOS/MUERTOS
POSDESCONGELACION.

ANEXO 5.1. PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES VIVOS/MUERTOS
POSDESCONGELACION.

Intervalo de
confianza
L parala
N Media DeS,VI.aCIOI’] I?rror media al
tipica tipico 95%
Limite
inferior
Trehalosa  con| 20 33,85 2,996 670 32,45
|glicerol
sacarosa - con| 20 31,85 3,829 856 30,06
|glicerol
Triladyl 20| 51,80 5,435 1,215 49,26
Total 60 39,17 9,948 1,284 36,60

ANEXO 5.2. PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES VIVOS/MUERTOS
POSDESCONGELACION VALORES MAXIMOS Y MINIMOS.

Intervalo de
confianza para la o o
media al 95% Minimo Maximo
Limite superior

Trehalosa con glicerol 35,25 29 40
Sacarosa con glicerol 33,64 25 39
Triladyl 54,34 44 62
Total 41,74 25 62

ANEXO 5.3. PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS.

Estadistico de Levenegll [gl2 |[Sig.
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Suma de Media )
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter-
4828,033 2 2414,017| 136,196 ,000]
|grupos
Intra- 1010,300 57 17,725
lgrupos
Total 5838,333 59

ANEXO 5.5. COMPARACIONES MULTIPLES DE ESPERMATOZOIDES
VIVOS/MUERTOS POSDESCONGELACION.

HSD de Tukey

Intervalo de
i i confianza al
(1 V) 55?:?3?;2 Error 1 gig 95%
TRATAMIENTOS TRATAMIENTOS tipico ' —
(1-J) Limite
inferior
Trealosa con Sacarosa con 20000 1331 297 11,20
_ glicerol
|glicerol ) |
Triladyl -17,950 1,331 ,000 -21,15}
Sacarosa con Tr_ealosa con -2,000 1,331 ,297 -5,20
|glicerol glicerol "
Triladyl -19,950 1,331 ,000 -23,15]
Trealosa con 17,9501 1331 000 14, 75|
_ glicerol
Triladyl Sacarosa con
) 19,950 1,331 ,000 16,75
glicerol
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ANEXO 5.6. DIFERENCIA DE MEDIAS, COMPARACIONES MULTIPLES.

HSD de Tukey

[(1) TRATAMIENTOS

(J) TRATAMIENTOS

al 95%

Intervalo de confianzal

|Limite superior

Trealosa con glicerol ,
Triladyl

Sacarosa con glicerol )
g Triladyl

Triladyl

Sacarosa con glicerol

Trealosa con glicerol

Trealosa con glicerol
Sacarosa con glicerol

5,20
-14,75]
1,20
-16,75
21,15]
23,15]

ANEXO 5.7. DIFERENCIA ENTRE LOS TRATAMIENTOS

HSD de Tukey

Subconjunto para alfa

TRATAMIENTOS N =0.05
1

Sgcarosa con| 20 31.85

lglicerol

Tr.ealosa con| 20 33,85

lglicerol

Triladyl 20 51,80]
Sig. ,297 1,000
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ANEXO N° 6.

Evaluacién estadistica de ESPERMATOZOIDES NORMALES/ANORMALES
POSDESCONGELACION.

ANEXO 6.1. PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES
NORMALES/ANORMALES POSDESCONGELACION

Intervalo de
confianza
., parala
N | Media | PESVIACION | EITOT i al
tipica tipico 9506
Limite
inferior
Trehalosa  con| 20| 86,20 4561 1,020 84,07
|glicerol
Sacarosa con 20| 84,85 3,297 737 83,31
|glicerol
Triladyl 20| 86,85 1,899 425 85,96|
Total 60| 85,97 3,474 448 85,07
ANEXO 6.2. PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES

NORMALES/ANORMALES POSDESCONGELACION, VALORES MAXIMOS Y
MINIMOS

Intervalo de
confianza para la L L.
media al 95% Minimo Maximo
Limite superior

Trealosa con glicerol 88,33 77 92
Sacarosa con glicerol 86,39 78 89
Triladyl 87,74 82 89
Total 86,86 77 92
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A

Estadistico )
de Levene gl1 gl2 Sig.
7588 > 57 001
ANEXO 6.4. ANOVA DE UN FACTOR
Sumade Media i
cuadrados Gl cuadréatica F Sig.
Inter- 41633 > 20,817 1770 |180
lgrupos
Intra- l670300 |57 11,760
|grupos
Total 711,933 59

ANEXO 6.5. COMPARACIONES MULTIPLES DE ESPERMATOZOIDES
NORMALES/ANORMLES POSDESCONGELACION.

HSD de Tukey

Intervalo de
' ' confianza al
(1) () Eéfenigf:;z Error |- g 95%
TRATAMIENTOS TRATAMIENTOS tipico g- —
(1-3) Limite
inferior
Trealosa con Sacarosa con 1.350 1084 432 1,26
: glicerol
lglicerol .
Triladyl -.650 1,084 ,821 -3,26
Sacarosa con Trealosa con 11350 1084  |432  |3.96
lolicerol glicerol
9 Triladyl -2,000 1,084 , 165 -4 61
Triladyl Trealosa con 650 1,084  |821  |1,9
glicerol
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ANEXO 6.6. DIFERENCIA DE MEDIAS, COMPARACIONES MULTIPLES.

HSD de Tukey

() TRATAMIENTOS

(J) TRATAMIENTOS

Intervalo de
confianza al 95%

Limite superior

Trealosa con glicerol
Sacarosa con glicerol

Triladyl

Sacarosa con glicerol
Triladyl
Trealosa con glicerol
Triladyl
Trealosa con glicerol
Sacarosa con glicerol

3,96
1,96
1,26

61
3,26
4,61

ANEXO 6.7. DIFERENCIA ENTRE LOS TRATAMIENTOS

HSD de Tukey

TRATAMIENTOS

Subconjunto para alfa
N =0.05

Sgcarosa con| 20
lglicerol

Tr.ealosa con| 20
lglicerol

Triladyl 20
Sig.

84,85

86,20

86,85
,165
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ANEXO N° 7.

MATERIALES UTILIZADOS

Vagina artificial, cubre y porta objetos, diluyentes seminales, caja de

poliuretano para congelacion de semen, vasos de precipitacion, microscépio y
plancha térmica.
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ANEXO N° 8

Semental Raza Limousin.
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ANEXO N° 9.

Preparacion de diluyentes en laboratorio
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ANEXO N° 11.

Refrigeracion y congelacion de semen.
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