


CERTIFICACION

Dra. Laura Pefia Merino
DIRECTORA DE TESIS

CERTIFICA:

Que el presente trabajo de investigacion denominado “EVALUACION DE
LA CALIDAD SEMINAL EN FRESCO Y REFRIGERADO DEL SEMEN DE
PERRO (Canis familiaris) PROVENIENTE DE COLECTA IN VIVO Y EN
EPIDIDIMOS POST CASTRACION” realizado por la sefiorita egresada
Mary Carmen Canar Maza, previo a la obtencion del Titulo de Médico
Veterinario Zootecnista, ha sido dirigido y prolijamente revisado durante su
ejecucion, por lo tanto se autoriza su presentacion para la calificacion

correspondiente.

Loja, Enero del 2015

A DE TESIS

DIRECTO




EVALUACION DE LA CALIDAD SEMINAL EN FRESCO Y REFRIGERADO
DEL SEMEN DE PERRO (Canis familiaris) PROVENIENTE DE COLECTA
IN VIVO Y EN EPIDIDIMOS POST CASTRACION

Tesis presentada al tribunal de Grado como requisito previo a la obtencion
del titulo de:

Médico Veterinario Zootecnista

APROBADA:

DR. TITO MUNOZ GUARNIZO MG.SC.
PRESIDENTE DEL TRIBUNAL

DRA. PATRICIA AYORA FERNANDEZ
MIEMBRO DEL TRIBUNAL

DR. HERMOGENES CHAMBA MG.SC.
MIEMBRO DEL TRIBUNAL




AUTORIA

Yo, Mary Carmen Canar Maza, declaro ser autora del presente
trabajo de tesis y eximo expresamente a la Universidad Nacional
de Loja y a sus representantes juridicos de posibles reclamos o

acciones legales, por el contenido de la misma.

Adicionalmente acepto y autorizo a la Universidad Nacional de
Loja, la publicacion de mi tesis en el Repositorio Institucional-
Biblioteca Virtual.

Autora: Mary Carmen Cafar Maza

Firma: —747... 7
Cédula: 0704445055
Fecha: Loja, 20 de Enero del 2015




CARTA DE AUTORIZACION DE TESIS POR PARTE DE LA AUTORA
PARA LA CONSULTA, REPRODUCCION PARCIAL O TOTAL Y
PUBLICACION ELECTRONICA DEL TEXTO COMPLETO

Yo, Mary Carmen Canar Maza, declaro ser la autora de la tesis titulada:
“EVALUACION DE LA CALIDAD SEMINAL EN FRESCO Y
REFRIGERADO DEL SEMEN DE PERRO (Canis familiaris)
PROVENIENTE DE COLECTA IN VIVO Y EN EPIDIDIMOS POST
CASTRACION”, como requisito para optar al grado de Médico Veterinario
Zootecnista, autorizo al Sistema Bibliotecario de la Universidad Nacional de
Loja para que con fines académicos, muestre al mundo la produccién
intelectual de la Universidad, a través de la visibilidad de su contenido de la

siguiente manera para el Repositorio Digital Institucional:

Los usuarios puedan consultar el contenido de este trabajo en el RDI, en las
redes de informacion del pais y del exterior con las cuales tenga convenio la

Universidad.

La Universidad Nacional de Loja, no se responsabiliza por el plagio o copia

de la tesis que realice un tercero.

Para la constancia de esta autorizacién, en la ciudad de Loja, a los veinte

dias del mes de Enero del dos mil quince, firma la autora.

Autora: Mary Carmen Canar Maza

Numero de Cédula: 0704445055

Direccion: Ciudad de Loja Correo Electronico: valeriacer 90@hotmail.com
Teléfono: 2563362 Celular: 0990243668

Directora de tesis: Dra. Laura Pefia Merino

DATOS COMPLEMENTARIOS:

Tribunal de grado: Dr. Tito Mufioz Mg.Sc., Dra. Patricia Ayora, Dr.
Hermogenes Chamba Mg.Sc.


mailto:valeriacer_90@hotmail.com

AGRADECIMIENTO

A la Universidad Nacional de Loja en especial a la Carrera de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, a sus docentes por los conocimientos que me

impartieron en los diferentes modulos.

Al Dr. Lenin Aguirre Riofrio por haberme ayudado con el tema y formulacion
del anteproyecto de la presente tesis.

A la Dra. Laura Pefia Merino Directora de la Tesis por su ayuda, constante

interés y supervision a lo largo de toda la investigacion.
A los Responsables del Laboratorio de Reproduccion Animal Dr. Romulo
Chavez Valdivieso Ph D, Dr. Manuel Quezada y Dra. Melania Lourdes

Uchuari.

Al Dr. Rosendo Ludefia Técnico del Hospital Docente Veterinario “César

Augusto Guerrero”.

A mi familia porque ha sido mi motivacion y soporte para la culminaciéon de

mi tesis y logro de todos mis objetivos trazados.

Mary Canar

Vi



DEDICATORIA

A mi Dios por haberme dado la fuerza para
poder cumplir con uno mas de los objetivos

que tengo en mi vida.

A mi familia en especial a mi madre quien
con su amor, apoyo y entereza permitieron

ver culminada mi carrera profesional.

Mary Canar

Vil



INDICE GENERAL

Pag.

PRESENTACION i
CERTIFICACION DEL DIRECTOR DE TESIS i
CERTIFICACION DEL TRIBUNAL DE GRADO ii
AUTORIA iv
CARTA DE AUTORIZACION v
AGRADECIMIENTO Vi
DEDICATORIA Vii
INDICE GENERAL viii
INDICE DE CUADROS xii
INDICE DE FIGURAS xiii
RESUMEN Xiv
SUMMARY

1. INTRODUCCION

2. REVISION DE LITERATURA

2.1. FISIOLOGIA REPRODUCTIVA
2.1.1. Pubertad

2.1.2. Hormonas

x
<

2.1.3. Espermatogénesis

2.1.4. Espermatocitogénesis

2.1.5. Espermiogénesis

2.1.6. Espermiacién

2.1.7. Transporte del Semen

2.2. CARACTERISTICAS SEMINALES

2.2.1. Semen y Plasma Seminal

© © © © P o U 1 W W w w Pk

2.2.2. Produccion Espermatica

viii



2.2.3.
2.2.4.
2.2.5.
2.3.
2.3.1.
2.3.2.
2.3.3.
2.3.4.
2.3.5.
2.3.6.
2.3.7.
2.3.7.1.
2.3.7.2.
2.3.8.
2.3.9.
2.3.10.
2.3.10.1.
2.3.10.2.
2.3.10.3.
2.3.10.4.
2.3.10.5.
2.3.10.6.
2.3.10.7.
2.4.
2.4.1.
2.4.1.1.
2.4.1.2.
2.4.1.3.
2.4.1.4.
2.4.1.5.
2.4.2.
2.4.2.1.

Morfologia del Espermatozoide Canino
Caracteristicas Normales del Semen Canino
Eyaculacién

COLECTA DE SEMEN

Técnica Manual

Condones de Plastico

Cono de Létex

Vagina Artificial

Electroeyaculacion

Recogida Seminal Utilizando Farmacos
Obtencion de Semen del Epididimo

Métodos de recuperacion de espermatozoides
Medios para la recuperacion de espermatozoides
Motivos de Fracaso de una Muestra de Semen
Frecuencia de Recogida

Factores que Influyen sobre las Caracteristicas Seminales
Individuo y raza

Ritmo de recogida

Estado de animo y ambiente

Edad

Neutréfilos y macréfagos

Eritrocitos

Temperatura

EVALUACION DE LA CALIDAD SEMINAL
Evaluacion Macroscopica

Volumen

Color

Olor

pH

Aspecto

Evaluacion Microscépica

Motilidad individual

10
11
14
15
15
18
19
20
22
22
23
23
24
24
25
25
25
26
26
27
27
27
28
28
28
29
29
30
30
31
32
32



2.4.2.2.
2.4.2.3.
24.2.4.
2.4.2.5.

2.4.3.
24.4.

24.4.1.
24.4.2.
2.4.4.3.
24.4.4.

2.5.

2.5.1.
2.5.2.
2.5.3.

2.5.3.1.
2.5.3.2.
2.5.3.3.

2.5.4.

2.5.4.1.

2.5.5.

2.5.5.1.
2.5.5.2.
2.5.5.3.
2.5.5.4.
2.5.5.5.
2.5.5.6.
2.5.5.7.

2.5.6.

2.6.
2.6.1.
2.6.2.

Motilidad masal

Concentracion

Morfologia

Viabilidad

Evaluacion Espermatozoides Epididimarios
Factores que Afectan las Caracteristicas del Semen
Pubertad

Frecuencia de la eyaculacion

Tamanfo y patologia de la préstata

Tamario testicular

CONSERVACION DEL SEMEN

Antecedentes

Situacion actual del proceso de refrigeracion y congelacion
Métodos de conservacion

Semen fresco

Semen refrigerado

Semen congelado

Diluyentes

Composicion de los diluyentes

Dilutores de Semen Canino

Tris

Acido citrico

Yema de huevo

Adicion de azucares

Adicién de aminoacidos

Diluyente CaniPRO

Diluyente CaniPlus Chill

Impacto de la Refrigeracion en la Estructura y Funcién
Esperméticas

COLORANTES

Eosina G, Solucién al 2% para Tincion Supravital, 50ml

Nigrosina, Solucién al 4 % para Tincion Supravital, 50 ml

34
34
35
44
46
48
48
48
48
48
49
49

51
51
51
52
53
53
54
54
55
55
57
57
58
59

61
63
63
63



2.7.

3.1.

3.1.1.
3.1.2.
3.1.3.
3.2.

3.2.1.
3.2.2.
3.2.3.
3.2.4.
3.2.5.

3.2.5.1.
3.2.5.2.

3.2.6.

3.2.6.1.
3.2.6.2.

3.2.7.

3.2.7.1.
3.2.7.2.

3.2.8.
3.2.9.

© ®© N o o0

TRABAJOS RELACIONADOS
MATERIALES Y METODOS
MATERIALES

De Campo

De Laboratorio

De Oficina

METODOS

Delimitacién del Area de Estudio
Descripcion de las Unidades Experimentales
Descripcion de los Grupos Experimentales
Descripcion de los Tratamientos
Procedimiento de la Extraccion del Semen
Colecta manual del semen

Recuperacion del material seminal del epididimo
Evaluacion Seminal

Evaluacion macroscopica

Evaluacion microscépica

Procesamiento del Semen

Adicion de diluyente CaniPlus Chill
Adicion de diluyente CaniPRO

Evaluacion Post Refrigeracion

Analisis Estadistico
RESULTADOS

DISCUSION
CONCLUSIONES
RECOMENDACIONES
BIBLIOGRAFIA
ANEXOS

Xi

64
66

66
66
66
67
68
68
68
69
70
71
71
12
73
73
74
76
76
76
1
78

79
87
93
94
95
101



CUADRO

Cuadro 1.
Cuadro 2.
Cuadro 3.
Cuadro 4.
Cuadro 5.
Cuadro 6.
Cuadro 7.
Cuadro 8.
Cuadro 9.

Cuadro 10.

Cuadro 11.

Cuadro 12.

Cuadro 13.

Cuadro 14.

Cuadro 15.

Cuadro 16.

Cuadro 17.

Cuadro 18.

INDICE DE CUADROS

Valores normales del eyaculado canino
Caracteristicas meteorologicas del lugar de estudio
Identificacion de perros para colecta manual
Identificacion de perros para castracion
Conformacién de los grupos experimentales
Distribucion de los perros en grupos

Volumen de diluyente CaniPlus Chill a afadir
Volumen de diluyente CaniPRO a afadir

Horas de evaluacion post refrigerado

Resultados de la evaluacion macroscopica del semen
obtenido mediante colecta manual

Resultados de la evaluacion microscopica del semen por
colecta manual

Resultados de la evaluacion de semen obtenido
mediante epididimos post castracion

Resultados estadisticos de las caracteristicas
microscopicas en fresco

Resultados de la evaluacion del porcentaje de
motilidad individual post refrigeracion

Promedios del % motilidad individual a distintos tiempos
post refrigeracion

Resultados estadisticos de los porcentajes de
motilidad individual en los tratamientos

Porcentaje de motilidad individual por factor fuente
de colecta

Porcentaje de motilidad individual por factor diluyente

Xii

Pag.
13
68
69
69
70
70
76
77
78
79
80
80
81
82
83

84

85
86



FIGURA

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.
Figura 20.
Figura 21.
Figura 22.
Figura 23.
Figura 24.
Figura 25.
Figura 26.

INDICE DE FIGURAS

Regulacién hormonal de la funcion reproductora masculina

Espermatogonias en la membrana basal
Espermiogénesis

Proceso de espermatogénesis

Morfologia del espermatozoide

Colecta manual usando recipiente plastico
Materiales para colecta de semen

Técnica extraccion de semen

Colecta manual con embudo

Extraccion de semen con conddn de plastico
Materiales para la extraccion con cono de latex
Cono de latex

Extraccion

Electroeyaculador

Tiras reactivas de pH

Tincion

Espermatozoide con forma teratoide

Cola doble, mdltiple, accesoria

Gota citoplasmatica distal

Extensidn de una gota de semen con colorante
Diluyente CaniPRO

Diluyente CaniPlus Chill

Alteraciones inducidas por el choque térmico
Colorante Eosina

Colorante Nigrosina

Porcentajes de motilidad individual cada 24 horas

Xiii



“EVALUACION DE LA CALIDAD SEMINAL EN FRESCO Y
REFRIGERADO DEL SEMEN DE PERRO (Canis familiaris)
PROVENIENTE DE COLECTA IN VIVO Y EN EPIDIDIMOS
POST CASTRACION”

Xiv



RESUMEN

El propdsito de esta investigacion fue evaluar el semen canino refrigerado
obtenido mediante colecta manual y epididimos post castracion
determinando los efectos del tiempo de almacenamiento, fuente de colecta y
diluyentes usados sobre €l % de motilidad individual. Se utilizaron 16 perros
en edad reproductiva de diferentes razas y se dividieron en cuatro grupos, el
primer y segundo grupo estuvieron conformados por semen de epididimos
post castracion con el diluyente CaniPRO mas yema de huevo y CaniPlus
Chill respectivamente; el tercer y cuarto grupo quedaron conformados por
semen obtenido mediante colecta manual con el diluyente CaniPlus Chill y
CaniPRO mas yema de huevo respectivamente. La evaluacion de la calidad
seminal se realizd en fresco y cada 24 horas post refrigeracion la
informacion recopilada en las diferentes variables se analizé mediante
estadistica descriptiva, para el andlisis de varianza se utilizé un disefio al
azar y prueba de Duncan para establecer la diferencia estadistica entre
promedios. A las 24 horas post refrigeracion existe diferencia estadistica
significativa entre los diferentes tratamientos. A medida que transcurrio el
tiempo la motilidad individual disminuyé gradualmente, observandose los
valores mayores en el tratamiento cuatro. Por otro lado, los efectos de la
fuente de colecta fueron significativos siendo mejor la colecta manual; los
efectos del diluyente no fueron estadisticamente significativos (p>0,05) a las
24, 48 y 72 horas de refrigeracion, a las 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240y
264 horas existe diferencia estadistica significativa siendo mejor el CaniPRO

mas yema de huevo.
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SUMMARY

The purpose of this researching was to evaluate the refrigerated manual
collected canine semen and epididymis post castration determining the
effects of the storage time, collection source, and diluents used over the
percentage of individual motility. There were used 16 dogs in a reproductive
age of different breeds and were divided in four groups, the first and second
group were made up of semen of epididymis post castration with the diluent
CaniPRO plus yolk and CaniPlus Chill respectively; the third and fourth group
were made up of manual collected semen with the diluent CaniPlus Chill y
CaniPRO plus yolk respectively. The seminal quality evaluation was made in
fresh and every 24 hours post cooling the information collected in the
different variables was analyzed through descriptive statistics, a random
design was used for the variance analysis and also the Duncan test to
establish the statistic difference between averages. At the 24 hours post
cooling exist a significant statistic difference between the different treatments.
As time passed the individual motility gradually declined, observing the
highest values in the fourth treatment. On the other hand, the effects of the
collection source were significant being the best the manual collect; the
effects of the diluent were not statistically significant (p>0,05) at 24, 48, 72
cooling hours, at 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240 and 264 hours exist

significant statistic difference being the best CaniPRO plus yolk.
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1. INTRODUCCION

La obtencién de liquido seminal se realiza mediante el método manual y
electroeyaculador. Otra forma de rescatar espermatozoides es del epididimo
constituyéndose en una técnica alternativa de rescatar el germoplasma de
animales que les ha ocurrido accidentes, intoxicaciones o enfermedades que
subitamente pueden desencadenar en la orquiectomia. En estos casos, los
propietarios no so6lo deben afrontar la pérdida del animal, sino también la
pérdida del material genético deseable. En ese sentido, es posible obtener
espermatozoides hasta cierto tiempo después de la muerte del animal, los
cuales son recuperados de la cola del epididimo con una viabilidad y

capacidad fecundante.

El analisis del semen es necesario para confirmar la espermatogénesis
normal en un perro joven antes de comenzar a usarlo como semental, como
parte de un programa de inseminacion artificial, en casos de infertilidad, para
comprobar la produccion de semen tras una enfermedad o terapia con
farmacos, y para investigar el efecto de la enfermedad prostatica sobre la
calidad del semen. El semen de baja calidad se relaciona no solo con bajas
tasas de prefiez sino también con produccién de camadas de bajo numero
de cachorros (Keuerk, 2013).

Ha sido ampliamente demostrado que la composicion de los diluyentes
utilizados en los procesos de conservacion de semen canino, puede afectar
el tiempo de almacenamiento y la calidad de los espermatozoides

(Sirivaidyapong et al., 2000).

Entre las ventajas del semen refrigerado tenemos que es recomendable
cuando se quiere hacer inseminaciones repetidas en el mismo ciclo de una
perra, el semen no necesita un manejo complejo, la inseminacién puede ser

vaginal, al igual que se realiza con el semen fresco. El uso de este tipo de



semen, se esta haciendo muy popular entre los criadores, debido a su facil
manejo, su bajo costo y su facilidad para el transporte, la limitante es el
escaso tiempo que el semen puede ser almacenado, dada la reduccioén en la

fertilidad del semen con el transcurso de las horas (CRIOCEL, 2002).

En la presente investigacion se plantearon los siguientes objetivos:

> Aplicar técnicas biotecnol6gicas reproductivas con la finalidad de
obtener y conservar el material seminal de perros (Canis familiaris).

» Evaluar la calidad del semen proveniente de colecta in vivo y del
epididimo.

» Analizar la calidad del semen refrigerado a distintos tiempos.

» Evaluar la calidad del semen con dos medios de conservacion.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. FISIOLOGIA REPRODUCTIVA

2.1.1. Pubertad

La pubertad se alcanza en aproximadamente 9 meses, aunque este valor
varia de acuerdo al tamafio y raza del ejemplar. La pubertad se describe
como el momento en el cual el macho tiene la capacidad de copular,
presenta espermatozoides en el semen y son claras las caracteristicas
sexuales secundarias. Por otra parte la madurez sexual se alcanza 4 — 5

meses después de la pubertad (Arango y Renddn, 2009).

Segun Ochoa y Torres (2012), la pubertad aparece comunmente en el perro
entre los 6 y 18 meses de edad y es mas temprana en razas pequefas que
en grandes. La pubertad abarca los cambios morfologicos, fisiolégicos y en
el comportamiento que sufren los caninos, ya que se inicia la actividad

gonadal.

2.1.2. Hormonas

El funcionamiento reproductivo del macho estd regulado por el eje
hipotalamo, hipdfisis, gonadas. A nivel de estas Ultimas se produce la
testosterona que es la hormona responsable de la espermatogénesis, el
desarrollo del aparato reproductor y el comportamiento del macho. La FSH
posee receptores a nivel de las células de Sertoli induciendo la expresiéon de
la proteina ligadora de andrégenos, que aumenta la concentracion de estos
en los tabulos seminiferos y en el epididimo. También, la FSH induce la
produccion de activina o inhibina, a nivel de las células ya mencionadas, las

cuales como su nombre lo indica inhiben o activan la liberacién de la misma.



La eyaculacion es regida por el sistema simpético que envia impulsos
nerviosos a traves del nervio hipogastrico (Arango y Rendon, 2009).

[owros centros del sNC|

vy

> Menohupbhsig < j

[AS

Células de Sertoli Pevm“ simil GnRyy
Células espermatogén Células de Leydig

——
oo

DHT
e INHiIDICION
Estimulacionj

* Organos genitales anexos
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Figura 1. Regulacion hormonal de la funcién reproductora masculina (Pifiero, 2009)

Las hormonas hipofisarias que actuan sobre las células de Leydig y Sertoli, y
el control mediante retroalimentacion (feedback) de las hormonas gonadales
desde la hipdfisis y el hipotalamo. Si los niveles de testosterona en sangre
periférica aumentan (bien como resultado del aumento en su produccion por
los testiculos, bien por administracion exdgena) ejerce una retroalimentaciéon

negativa sobre hipotalamo e hipofisis suprimiendo la liberacion de GnRH y



LH. Como consecuencia las células de Leydig producen menos testosterona
y la concentracion de esta hormona en los tubulos seminiferos cae. La FSH
actla directamente sobre las células de Sertoli; estas secretan 2 hormonas:
inhibina, que actla sobre la adenohipdfisis suprimiendo selectivamente la
liberacibn de FSH en respuesta a la GnRH, y activina que estimula la
liberacibn de FSH. Las células de Sertoli también secretan una proteina
ligadora de androgenos (PLA) (Altamirano y Pereira, 2011).

2.1.3. Espermatogénesis

La gametogénesis comienza en el estadio fetal donde las células
primordiales se diferencian en gonocitos que sufrirAn procesos de mitosis
tanto durante la vida fetal como en la prepuberal; a este nivel, es cuando se
diferenciaran en espermatogonias, momento en el cual se detiene el
desarrollo de las células germinales a nivel de los tabulos seminiferos, hasta

gue comience la pubertad.

El proceso de formacién de los espermatozoides en los tubulos seminiferos
comienza aproximadamente a los 4 meses de edad y dura unas 8 semanas,
si bien, la aparicion de los primeros espermatozoides en el eyaculado no se
define hasta los 10-12 meses de edad. No obstante, hay autores que definen
gue las células de Leydig no completan su maduracién hasta los 5 meses,
pudiendo encontrar espermatozoides en los tibulos seminiferos sobre los 6-

7 meses de edad.

2.1.3.1. Espermatocitogénesis

Representa la primera fase de la espermatogénesis y consiste en la
produccion ciclica de espermatocitos primarios. Aparte de las células en
divisién, hay presente una reserva de espermatogonias en estado de
latencia. Esta descrito que en la especie canina, cada espermatogonia es

capaz de producir un total de 64-96 espermatozoides (Alamo, 2007).



Las células germinales espermatogonias se dividen en tres subtipos: la tipo
A, intermedias y la tipo B (Arango y Rendon, 2009).

Estas espermatogonias, que son las células precursoras de los
espermatozoides, se localizan en la membrana basal de los tubulos
seminiferos y sufren procesos de mitosis para generar los espermatocitos
primarios que, posteriormente, sufriran procesos de meiosis para dar lugar a

los espermatocitos secundarios.

Finalmente, los espermatocitos secundarios se convertiran en espermatidas

esféricas que ya contienen la mitad de cromosomas.

':;:muocrro
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-COMPLEJO DE UNION

~ Célula de Espermatogonia
Espermatogonia  Sertoli  de tipo A clara Espermatogonia
de tipo A oscura de tipo B

Figura 2. Espermatogonias en la membrana basal (Pifiero, 2009)
2.1.3.2. Espermiogénesis

En esta fase, las esperméatidas esféricas se transforman en esperméatidas
maduras que seran liberadas al lumen de los tubulos seminiferos como
espermatozoides. Para que ocurra la transformacion es necesario que
ocurra un complejo reagrupamiento de los organulos de la espermatidas

maduras que daran lugar a los espermatozoides.

Basicamente, el nlcleo pasa a ser la cabeza, el aparato de Golgi generaria



el acrosoma y por ultimo, las mitocondrias y los centriolos daran lugar al

desarrollo de la cola.

Fases:

a)

b)

d)

Fase de Golgi, formacion del granulo acrosomico asociado a la
membrana nuclear de la fusion de aparto de Golgi y reticulo

endoplasmatico.
Fase del Capuchdn, crecimiento del capuchdon acrosomico, el
centriolo y el cuerpo de la cromatina migra hacia el polo posterior y se

inicia la formacion del flagelo.

Fase del acrosoma, transformaciones morfolégicas drasticas,

condensacion, elongacion y cambios de forma.

Fase de maduracion, las espermatidas completan su diferenciacion,

formacion del flagelo, cuello o pieza media (Mellisho, 2008).

Citoplosma residuol

Region de Golg!

Vaina mitocondriol

Figura 3. Espermiogénesis (Pifiero, 2009)



2.1.3.3. Espermiacion

Esta fase simplemente consiste en la liberacion de los espermatozoides
desde el compartimento basal de los tabulos seminiferos hasta el lumen
(Alamo, 2007).

Segun Armas (2009) en los caninos, la espermatogénesis tiene una duracion
de 8 a 9 semanas, La duracion del ciclo del epitelio seminifero en los
caninos es de 13,8 dias en promedio, siendo dividido en 8 fases o estadios.
El transito de los espermatozoides a lo largo del epididimo es de 14 dias en
promedio (Taha et al., 1981; Martins, 2005). Olar et al. (1983), sostienen que
la produccién diaria de espermatozoides en el perro esta entre los 11,7 y
16,7 millones de espermatozoides por gramo de parénquima testicular. Los
mismos autores sugieren que la frecuencia de eyaculacion no afecta la
produccion diaria de espermatozoides, pero puede reducir las reservas
ubicadas en la cola del epididimo y el conducto deferente en hasta 26%
después de 6 a 8 colectas de semen a la semana. Mientras que Melgarejo

(2013) comenta que la espermatogénesis tiene una duraciéon de 54 dias.

Figura 4. Proceso de espermatogénesis (Melgarejo, 2013)



2.1.4. Transporte del Semen

A su llegada a la cabeza del epididimo los espermatozoides son inmaduros y
simbolo de ello es la gota citoplasmética residual que presentan en el cuello.
La maduracion ocurre durante el avance a través del cuerpo y la cola del
epididimo. No esta claro cdmo se produce este avance, parece ser que esta
propiciado posiblemente por la constante produccién de espermatozoides
por parte del testiculo, aunque otros autores sostienen que es resultado del
peristaltismo existente a lo largo del epididimo. La maduracién es un proceso
gue dura unas 2 semanas, incluidas dentro de las 8 semanas que dura la
espermatogénesis. En el momento en que el espermatozoide penetra en el
conducto deferente, la gota citoplasmatica se desplaza hacia el extremo
distal de la pieza intermedia o bien es expulsada considerandose en este

momento al espermatozoide como maduro (Alamo, 2007).

2.2. CARACTERISTICAS SEMINALES

2.2.1. Semen y Plasma Seminal

Es la suspension celular liquida que contiene los gametos masculinos y las
secreciones de los 6rganos accesorios del aparato reproductor masculino, la
formacion de dicha suspension que se forma durante la eyaculacion se

conoce como plasma seminal (Altamirano y Pereira, 2011).

2.2.2. Produccién Espermética

La produccion de espermatozoides esta directamente correlacionada con la
masa testicular, y esta a su vez con el tamafio del animal, por lo tanto la
produccion de espermatozoides es superior en perros de mayor tamafio.
Ademés, el volumen total del eyaculado también se correlaciona
positivamente con el tamafio del animal. El volumen testicular se puede

determinar mediante ecografia utilizando la siguiente formula:
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longitud x altura x ancho x 0,71.

2.2.3. Morfologia del Espermatozoide Canino

Segun Alamo (2007) se han realizado una serie de estudios para establecer
las medidas de los espermatozoides caninos. Asi, se obtuvieron como
valores medios (+ sem) los siguientes: longitud total, 68 £ 0.3 ym; longitud de
la cabeza, 7 £ 0 ym; ancho de la cabeza, 5 + 0.1 ym; longitud de la pieza
intermedia, 11 £ 0.2 uym; y la longitud de la cola, 50 £ 0.3 um. Mientras que
Armas (2009) manifiesta que el espermatozoide canino maduro, tiene una
longitud total de 61.4 + 0.3 ym, la longitud de la cabeza es de 6.1 + 0.04 pm
y un ancho de 3.8 + 0.2 ym, la pieza o segmento medio mide 10.1 £ 0.7 ym

y la cola mide alrededor de las 50 pm.

Basicamente, es una célula alargada cubierta enteramente por la membrana
plasmatica y conformada por una cabeza y una cola que contiene el motor
celular necesario para la motilidad espermatica. La cabeza, como
caracteristica principal, posee un nucleo aplanado oval, que contiene
cromatina muy compacta. La cromatina condensada consiste en un complejo
formado por acido desoxirribonucleico (DNA) y una clase especial de
proteinas basicas llamadas protaminas espermaticas y va a contener un
namero cromosémico haploide, esto es, la mitad de cromosomas que existe

en el nucleo de las células somaticas de la misma especie.

Sobre la cabeza se encuentra el acrosoma, que es una estructura que se
establece durante las Ultimas etapas de la formacion del espermatozoide,
tiene forma de casquete y contiene acrosina, hialuronidasa y otras enzimas
hidroliticas necesarias para el proceso de fecundacion del ovocito (Armas,
2009).

Inmediatamente por detras del acrosoma se encuentra la regién post-

acrosomica; la misma es fundamental para la fecundacién porque es en esta
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area donde el espermatozoide se une y se fusiona con el oocito. La cola
espermatica estd formada por el cuello y las piezas media, principal y

caudal.

El centro del segmento medio junto con toda la longitud de la cola,
comprenden al axonema. El axonema, se compone de nueve pares de
microtUbulos dispuestos radialmente alrededor de dos filamentos centrales
rodeados a su vez por nueve fibras gruesas o densas las cuales estan

cubiertas de manera periférica por numerosas mitocondrias.

La vaina mitocondrial es la fuente de energia necesaria que permite el
desplazamiento hacia delante y atras de los microtubulos del interior de la
cola, produciéndose de esta manera la motilidad espermatica. La membrana
plasmatica, que cubre enteramente a la célula espermatica, toma forma de
una bicapa lipidica desplegada con fosfolipidos y proteinas asociadas
(Armas, 2009).

Chemicals that disrupt the protective
ctions of ant could cause

ac lioxidants
v ° CALCIUM
i

ACROSOME —____

G / PROTEIN THAT
neteus — £ / BINDS TO.

EGG'S COAT

MIDPIECE

Figura 5. Morfologia del espermatozoide (FAUBA, 2008)

2.2.4. Caracteristicas Normales del Semen Canino

El semen canino estd compuesto por dos partes: una parte celular
conformada por los espermatozoides y una parte liquida llamado plasma

seminal. La principal funcién del plasma seminal es servir como medio de
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transporte y sustentacion para los espermatozoides; y, es el producto de los
tejidos accesorios sexuales, como el epididimo, el conducto deferente y la
prostata, en respuesta a la testosterona.

Muchos estudios han cuestionado su importancia en el proceso de
fecundacion, ya que, en algunas especies, los espermatozoides del
epididimo son capaces de fecundar el ovocito, sin ningun contacto con el
producto de secrecibn de la prostata, pero las secreciones pueden
proporcionar condiciones favorables a la motilidad espermatica,
sobrevivencia y transporte de los espermatozoides, tanto en el tracto

reproductor del macho, como en el de la hembra.

El volumen del eyaculado puede variar de 1 a 40 ml. La concentracion
normal de espermatozoides en un canino adulto es de 200 millones/ml hasta
1000 millones/ml, siendo las razas de mayor tamafio las que alcanzan los
mayores valores. Se debe de considerar que la concentracion de
espermatozoides en una coleccion depende de la cantidad de liquido

prostatico recogido.

Los valores normales de motilidad progresiva son de 75 a 80%, donde al
menos un 75% de los espermatozoides deben ser normales en cuanto a su
morfologia. El pH normal del semen canino va de 6.3 a 6.7 y depende en
gran parte, de la cantidad de liquido prostatico obtenido al colectar (Armas,
2009).

En 1933 empieza a estudiarse el pH del semen canino, llegandose a la
conclusién que el valor dentro del cual se facilita la motilidad espermatica es
de 6.4 a 8.5. Los analisis bioquimicos del semen canino han revelado que
contiene cantidades considerables de electrolitos como el cloro, potasio,
magnesio y calcio, los cuales incrementan la motilidad espermatica. Sin
embargo, cuando estos electrolitos se utilizan juntos parala elaboracion de

diluyentes, el efecto no es tan bueno como cuando se usan por separado.
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El semen también contiene sodio el cual se encuentra en mayor proporcion
con respecto al potasio en el plasma seminal. Debido a que el perro carece
de vesiculas seminales el eyaculado tiene bajas concentraciones de
fructosa, por lo que la adicién de glucosa puede ayudar a la supervivencia
esperméatica. Contiene lipidos, carbohidratos y enzimas como la catalasa,
peroxidasa, fenolasa, monobutirasa, tripsina, antitripsina, amilasa, fosfatasa

alcalina y &cida, tromboplastina, fibrinogenasa y fibrinolisina.
Segun Alamo (2007) en general, los valores totales de un eyaculado normal
en perro (valores medios) serian de un volumen entre 4-25 ml, una

osmolaridad de 320mOsm y un pH de 6.5-6.6.

Cuadro 1. Valores normales del eyaculado canino

Fraccién Fraccién Fraccidn Eyaculado
I Il 1] completo
Volumen (ml) 0.5-5 1-4 1-80 2.5->80
Color Transparente, Blanco, Transparente, Blanco
acuoso nacarado acuoso
Concentracion
(108/ml) 4-400 4-400
Espermatozoides
totales por 300-2000 300-2000
eyaculado (10%/ml)
Motlllt_jad >70 >70
progresiva %
Formas normales % >80 >80
pH 6,3-6,7 6,3-6,7

Fuente: Altamirano y Pereira, 2011

Se han llevado a cabo estudios en las diferentes razas y se determind que
en razas de talla pequefia como el Chihuahuefio, el volumen es de 1.5 a 5.0
ml; en perros de talla mediana como el Pastor Aleman, el rango es de 4 a 10
ml; en animales de talla gigante como el Lobero Irlandés, es de 20 a 48 m;
lo importante del volumen es que éste se encuentre dentro de los rangos

permitidos para la raza (Cuadra, 2012).
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2.2.5. Eyaculacion

El eyaculado del perro esté constituido por 3 fracciones bien diferenciadas:

La primera fraccion es transparente, de consistencia acuosa, proviene de la
préstata, no contiene espermatozoides y su emision dura de 30 a 50
segundos. Representa el 2-3% del volumen total, es llamada “fraccion pre
espermatica”. Cumpliendo una funcién profilactica al despejar la uretra de
posibles elementos indeseables, su pH varia entre 6.2 a 6.5 y su volumen
entre 2.4 + 1.8 ml. Segun Boucher y Cols, el volumen es de 0.8 ml con un
rango de 0.25 a 2.80 ml para la primera, para Freiberg el volumen de la
primera fraccion es de 0.25 a 2.0 ml (Esquivel, 2013).

La segunda fraccion tiene un color que varia entre gris y blanco lechoso y su
consistencia es mas viscosa que la primera; proviene del epididimo y
contiene a los espermatozoides; su emision tiene una duracion de 50 a 80
segundos. Constituye del 6-7% del volumen total, es la “fraccion
espermatica”. Su volumen varia segun el tamafo y la raza (Arango y
Rendon, 2009).

Es de volumen variable de entre 1 a 4 ml (Altamirano y Pereira, 2011). Su
pH varia entre 6.3 a 6.6 y su volumen medio entre 0.5 a 3.5 ml. Segun
Boucher y Cols, el volumen es de 0.6 ml con un rango de 0.40 a 2.0 ml, para

Freiberg el volumen de 0.5 a 4.0 ml (Esquivel, 2013).

La tercera fraccién proviene de la prostata y es de color transparente, de
consistencia acuosa, luego de la fraccion espermatica comienzan
movimientos pulséties de la uretra. Esta fraccion no contiene
espermatozoides, es la mas abundante y su emision tiene una duracion
promedio de 3 a 30 minutos. Del volumen total eyaculado, ocupa el 90%. Se
llama “fraccion prostatica”. (Ochoa y Torres, 2012) es la de mayor volumen
de 1 a 80 ml (Altamirano y Pereira, 2011).
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Su liberacion se produce una vez que esta formado el “nudo” (Arango y
Rendoén, 2009).

Su pH 7 oscila entre 6.5y 7.0, el volumen es directamente proporcional a la
actividad secretora de la glandula prostéatica y su media es de 6.48 + 4.32 m.
Se considera que facilita la ascension de los espermatozoides en su camino
al utero. Segun Boucher y Cols, el volumen 4 ml con rango de 1.10 a 16.30

ml, para Freiberg el volumen de 3 a 25 ml para la tercera.

Muchos autores difieren en cuanto a los valores normales de concentracion,
volumen, caracteristicas quimicas etc., ya que estos pueden variar segun la
raza del perro, condicion propia del animal, época del afio en que se trabaja
al animal, cuando el macho se trabaja en presencia de una hembra en celo
(Ochoay Torres, 2012).

2.3. COLECTA DE SEMEN

2.3.1. Técnica Manual

Figura 6. Colecta manual usando recipiente plastico (Angulo, 2011)

Se necesita de un lugar tranquilo y sin distracciones, evitando al maximo la

presencia de personas que resulten extrafias para los perros y alteren su
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actitud. Ademas, lo ideal es realizar la coleccion de la muestra seminal, en
un lugar cercano a donde se llevara a cabo el procedimiento tanto de
evaluacién como de procesamiento (Ochoay Torres, 2012).

La manipulacién manual es el método mas comunmente empleado para
recoger muestras de semen, porque en general es facil, barata, no afecta la
calidad y la cantidad del eyaculado, es indolora, inocua y no es estresante
para el animal (Altamirano y Pereira, 2011).

Antes de la coleccion de semen se debe tener presente cuando se hizo la
ultima coleccion o cuando se realizé la ultima monta, ya que esto puede

alterar los resultados de la evaluacion de semen (FCM, 2010).

Cuando se va a colectar semen, el material debe estar listo, estéril y a la
mano. Como primer paso y antes de iniciar la colecta del semen, el animal
debe ser higienizado en su regién abdominal y prepucial con abundante
agua. Posteriormente, se debe secar el area con el fin de evitar la
contaminacion y alteracion de la muestra seminal a evaluar y/o preservar.
Siendo adecuado en perros de pelo largo cortar el pelo de la region (Cuadra,
2012).

Esta practica se puede ser facilitada estimulando el macho con un hisopo
vaginal impregnado de secreciones vulvares de hembras en celo o con la
aplicacion de feromonas sintéticas (metil-p-hidrobenzoato) que para mejorar
el estimulo suele aplicarse en la region perineal de una hembra estimuladora
(No en celo); e incluso de un macho castrado y, si fuese posible, se les
impregna la cola con secreciones de una hembra en celo. Sin embargo, en
algunos casos con el simple masaje prepucial puede ser suficiente para la

eyaculacion (Buritica et al, 2009).
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Figura 7. Materiales para colecta de semen (MINITUBE, 2013)

Para dicha técnica se requiere que el animal se encuentre lo mas tranquilo
posible y de preferencia en compafiia de su propietario (Ojeda y Gutiérrez,
2007). Sobre un piso no resbaladizo (Cuadra, 2012).

El operario se debe ubicar a un lado del reproductor sujetando firmemente el
pene con toda la palma de la mano, para facilitar un mejor manejo y
masturbacion del canino. Se debe iniciar con un masaje prepucial suave, con
el fin de estimular el bulbo del pene. Antes de que ocurra la ereccién total, se
debe retraer el pene hacia atras, debido al dolor que ocasionaria la presion
gue ejerce el bulbo peneano contra el prepucio, lo que impediria la ereccidn
total y la posterior eyaculacion. Después de retirar el prepucio, se realiza una
presién sostenida en la parte caudal del bulbo, para posteriormente fijar el
condon o el tetero y colectar la muestra seminal, la cual deberd ser

preservada en oscuridad a una temperatura de 37 °C (Buritica et al, 2009).

Finalizada la recoleccion manual, se debe proteger el pene de lesiones hasta

gue pierda la ereccion (Bonilla y Ballesteros, 2007).

El eyaculado total compromete un volumen que puede oscilar entre los 20 y
50 cm?® dependiendo de la actividad sexual del reproductor. El fluido

prostatico generalmente no se colecta cuando se va a conservar como
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semen refrigerado o congelado, debido a que aporta poca concentracion
espermatica, mientras que si puede ser utilizado cuando la inseminacion es
realizada con semen fresco, cumpliendo las caracteristicas de ser claro,
transparente y de no mostrar signos de patologia. Esta ultima fraccion es
importante ya que sirve como medio protector de semen y aumenta Su
volumen. Al finalizar la toma de la muestra se debe tener especial cuidado
en la reintroduccion del pene en el prepucio (Buritica et al, 2009).

Figura 8. Técnica extraccion de semen (Paramo, 2009)

Figura 9. Colecta manual con embudo (FCM, 2010)

2.3.2. Condones de Plastico

No necesita un tubo colector graduado, a veces precisa de lubricante. El
conddn se ubica sobre el bulbo del pene para conseguir una tension grande,
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provoca asi la eyaculacion. Una vez recogida la muestra, se recorta el
extremo inferior, se absorbe con jeringa (evitando rozar con el caucho) o
pipeta y se la pasa a un tubo de ensayo temperado a 37°C (Ochoay Torres,
2012).

Facilita la coleccidon porque simula la penetracion del pene en la vagina,
ademas tiene fijo un tubo colector en su porcién final, lo cual es una ventaja
porque evita la pérdida del semen cuando el animal se mueve mucho, es
decir, el cono y el tubo se mueven junto con el perro. Otra ventaja es que el
pene se mantiene himedo por no estar en contacto con el aire, o que ocurre
cuando se utiliza el embudo de vidrio, teniendo que lubricar el pene
posteriormente a la eyaculacion para evitar problemas como la parafimosis.

Algunos autores consideran que el empleo de lubricantes en el cono para
colectar semen afecta la motilidad espermatica y argumentan que el
contacto del espermatozoide con la superficie del latex ocasiona su
inmovilizacién, sin embargo, esto no ha sido totalmente comprobado.

2.3.3. Cono de latex

Es una variante de la técnica anterior, pero en la que solamente se utiliza un

embudo o cono de latex al que se encuentra unido un tubo colector
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graduado a 37 °C cubierto de una envoltura protectora. El cono se sitla justo
encima del bulbo del pene para conseguir una compresion enérgica y
provocar asi la eyaculacion. Este método dificulta la separacion de las tres
fracciones del eyaculado y, ademas, el latex puede ser téxico para los
espermatozoides. Se recomienda su uso para animales principiantes o
inexpertos, donde las fracciones son dificiilmente identificadas, porque es
mas relajante para el animal (Ochoa y Torres, 2012).

Latex Cone ™ g

Figura 12. Cono dé latex (Esquivel, 2013) Figura 13. Extraccion (Paramo, 2009)

2.3.4. Vagina Artificial

En 1954 Harrop desarrolla la primera vagina artificial para perros (Ochoa y
Torres, 2012).

Esta vagina tiene un espacio para ser llenado con agua y es operada
mediante una bomba de mano que proporciona estimulos pulsatiles dando

como resultado la eyaculacion. (Altamirano y Pereira, 2011).
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Esta formada por un cilindro rigido de 15 cm de longitud, que esta rodeado
por una manga de caucho en donde se coloca agua a 40 ° C a través de una
valvula. En un extremo del cilindro se ubica un embudo también de caucho,
el mismo que se encuentra unido a un tubo colector graduado a 37° C de

temperatura (Ochoa y Torres, 2012).

El tubo colector graduado se va cambiando conforme se van recogiendo las
diferentes fracciones del eyaculado. En la especie canina hay estudios que
han demostrado que la cantidad y la calidad del semen recogido mediante

estimulacion manual es mucho mejor (Alamo, 2007).

La técnica consiste en introducir el pene en la vagina artificial cuando
sobrepase el 50% de ereccion, cuando se haya exteriorizado el bulbo,
situando los dedos detras del bulbo y empujando suavemente el pene dentro

de la misma hasta conseguir la eyaculacion.

Ventajas

v" No depende de la presencia de una hembra para estimular al macho.

v' Logra una mejor excitacion.

Desventajas

v" No es recomendable econ6micamente.

v' Se puede provocar laceraciones e infecciones al retirar el pene,

v Se pueden producir quemaduras en el pene por el agua caliente.

v’ Hay estudios que han demostrado que la cantidad y calidad del
semen es menor a la que se obtiene a través de la estimulacion
manual y es mas dificil aplicarla.

v’ El contacto prolongado del semen con el latex resulta toéxico y puede

provocar su completa inmovilidad (Ochoa y torres, 2012).
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2.3.5. Electroeyaculacién

El electroeyaculador fue inventado por Tinte en 1938. Esta técnica solo se
usa con fines de investigacion, o para trabajar con canideos de zooldgico, ya
gue es muy traumatica, es necesario anestesiar al animal y la calidad del
eyaculado es baja. La técnica consiste en la aplicacion de estimulos
eléctricos (corriente alterna de 30 volts) por medio de un dispositivo
(electroeyaculador), en un polo del aparato se conecta a una pieza metalica
aproximadamente del grosor de un lapiz y de 10 cm de longitud, esta porcion
se introduce en el recto del animal justo encima de las glandulas accesorias
para estimular a los nervios que controlan el sistema reproductivo, el otro
polo es una pinza que se fija a la pared de los sacos anales. La operacion
dura 1 minuto, durante el cual se aplican los estimulos eléctricos en forma
intermitente durante 1 a 3 segundos con periodos de descanso de 7 a 9
segundos, el volumen del eyaculado varia entre 0.5 y 0.8 ml (Esquivel,
2013).

Figura 14. Electroeyaculador (MINITUBE, 2013)

2.3.6. Recogida Seminal Utilizando Farmacos

Si bien se ha comprobado que el uso combinado de xilacina e imipramina es

capaz de generar una recogida seminal, presenta el inconveniente de ser
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una eyaculacion de tipo pasivo por lo que gran cantidad de espermatozoides
pasan a la vejiga urinaria y cuando se eyaculan estan muertos,

probablemente porque las muestras se contaminan con la orina.

2.3.7. Obtencion del Semen del Epididimo

2.3.7.1. Métodos de recuperacion de espermatozoides

La primera dificultad en la utilizacion de los espermatozoides epididimarios
es la obtencion de los mismos. Muchos métodos de recuperacion son
descritos los cuales varian dependiendo del tamafio del érgano. En el caso
de pequefios animales, el método de preferencia (fluctuacion) consiste en
cortar la cola del epididimo y dejar reposar en un medio de recoleccion, de
esta manera, los espermatozoides migraran hacia el medio y seran
recuperados; una técnica similar consiste en hacer numerosos cortes en la
cola del epididimo, presionando suavemente y coger los espermatozoides

por extravasamiento.

Otros métodos son realizados utilizando una aguja para perforar los tubulos
o promoviendo un flujo retrogrado en la cola del epididimo aplicando presion
en los vasos deferentes hasta que el contenido salga a través de un corte
realizado en la unidon con el cuerpo del epididimo; la presion puede ser
generada con una jeringa, que inyecta aire o algun liquido no perjudicial para
los espermatozoides como algun tipo de dilutor. Martinez et al. (2006)
demostraron que la coleccién de espermatozoides de la cola del epididimo a
través del flujo retrogrado es la técnica mas indicada, pues las muestras
obtenidas son menos contaminadas y de mejor calidad seminal en relacién a
los otros métodos; sin embargo, posee la limitaciébn de ser generalmente
usada para grandes animales debido al tamafio del epididimo y ser mas

compleja que las otras técnicas.
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2.3.7.2. Medios paralarecuperacion de espermatozoides

Existen diversos medios utilizados para la recuperacion de espermatozoides
epididimarios caninos y los cuales han demostrado ser eficientes. Entre los
mas importantes se encuentran: solucién salina fisiologica, medio de
capacitacion canina, fluido prostatico, el cual fue previamente recolectado de
otros caninos, centrifugado y almacenando el sobrenadante a -40°C, y
solucién Tris-fructosa citrato. Aunque poco utilizadas, también se han
recuperado espermatozoides epididimarios utilizando solucién de Ringer sin
lactato y solucion de Hartmann (Solucion Ringer y lactato de sodio) (Armas,
2009).

2.3.8. Motivos de Fracaso de una Muestra de Semen

Los motivos mas frecuentes incluyen una técnica deficiente de recoleccion,
un macho con nerviosismo o0 agitacion inusual interferencia por parte del
propietario y anomalias en el macho. Los errores comunes en la técnica
incluyen falta de exposicién del grande, momento inadecuado de exposicion
del pene, fuerza o presidn excesivo sobre el pene, uso de dispositivos de
recoleccion frios y contacto con el pene, con la practica es posible resolver la

mayor parte de estos problemas técnicos.

Otro problema técnico frecuente de fracaso es colocar al perro en un
ambiente no familiar, como el hospital veterinario. No es raro que los machos
no muestren interés sexual, incluso ante una perra en estro, cuando se
acaba de colocar en un ambiente atemorizante. Dejar al perro en un

ambiente nuevo durante unas cuantas horas a menudo alivia el temor.

Cuando se intenta colectar una muestra de semen, es necesario evitar todas
las distracciones posibles. Solo deben encontrarse en el cuarto las personas
absolutamente necesarias para la recoleccion. Hay que evitar

aglomeraciones, la platica excesiva, las risas, las fotografias con flash.
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Deben estar presentes los propietarios del macho. No es raro que este se
rehusé a participar si no esta presente una persona conocida. Algunos
machos solo pueden ser objeto de recoleccion por sus propietarios, unos
cuantos solo en casa y un pequefio nimero no pueden ser objeto de

recoleccion hasta que su propietario sale del cuarto.

El libido escaso, dolor (orquitis o prostatitis aguda, artritis degenerativa) o
anomalias conductuales adquiridas por una experiencia sexual negativa
previa, puede afectar el proceso de recoleccion de la muestra de semen
(Arango y Rendon, 2009).

2.3.9. Frecuencia de Recogida

No hay unanimidad a la hora de establecer unos patrones de recogida
seminal en el perro. Hay autores que realizan recogidas de 3-4 eyaculados
totales/ perro a la semana con una distribucion de 2-3 recogidas semanales.
Sin embargo, en otros trabajos se defiende que es posible mantener una
frecuencia de recogida de 2 eyaculados/perro cada 2 dias, sin que se

observe un marcado descenso de la calidad seminal.

La mayoria de los autores recomiendan utilizar sélo el primer eyaculado,
tanto para inseminar como para la refrigeracioén y/o la congelacion seminal.
Sin embargo, hay estudios en los que se trabaja con los dos eyaculados, con
un intervalo de tiempo de 45-75 minutos entre el primer y el segundo
eyaculado, sin observar un descenso evidente de la calidad seminal (Alamo,
2007).

2.3.10. Factores que Influyen sobre las Caracteristicas Seminales

2.3.10.1. Individuo y raza

Hay autores que han conseguido demostrar una aparente relacion entre la
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raza y la calidad del segundo eyaculado. En el Pastor Aleman se obtiene un
mayor volumen seminal y una mayor concentracion total cuando se realiza

una segunda recogida, en comparacion con otras razas.

Sin embargo, el resto de los parametros no se ven afectados y la motilidad y
la concentracion/ml presentan valores inferiores a otras razas. Asimismo, las
reservas espermaticas del epididimo estan influidas por el tamafio del

animal.

2.3.10.2. Ritmo de recogida

Esta perfectamente demostrado que una recogida seminal diaria produce
una reduccion de las reservas espermaticas en pocos dias. Este fenomeno
se incrementa si se realizan dos recogidas diarias. En cambio, se ha
comprobado que si se obtienen dos eyaculados con escaso margen de
tiempo entre recogidas, la motilidad total de la muestra es mayor que la

motilidad de cada uno de los eyaculados por separado.

Finalmente, otros estudios evidencian que si se realizan recogidas de semen
cada 2 dias, no ocurre una reduccion significativa de las reservas
espermaticas, en cuanto al periodo de abstinencia, si es muy largo, puede
generarse un envejecimiento delas reservas espermaticas, que se terminan
excretando con el semen o la orina.

Existen dos teorias sobre cual es el destino de los espermatozoides no
eyaculados; en una se defiende que sufren un proceso de destruccién por
parte de los espermiofagos presentes en el propio testiculo y en el epididimo
para luego ser reabsorbidos; en la segunda se afirma que los

espermatozoides se depositan en la uretra y se eliminan por la orina.

2.3.10.3. Estado de animo y ambiente

En la especie canina, se ha demostrado que el miedo y el panico a
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determinadas situaciones y ambientes impiden que se produzca una
ereccion completa y por consiguiente que se pueda producir la eyaculacion.
Asimismo, los ejemplares excesivamente juguetones, tanto con la hembra en
celo como con todas las personas presentes en el momento de la recogida,
suelen presentar una incapacidad para conseguir que se produzca la

ereccion.

2.3.10.4. Edad

En algunos trabajos se ha comprobado que la calidad seminal en animales
menores de 6 meses no es muy buena, describiendo que la motilidad,
morfologia y la concentracion mejoran a partir de esa edad. Asimismo, otros
autores afirman que la pubertad en la especie canina se alcanza a los 9

meses, siendo a partir de esta edad cuando la calidad seminales mejor.

Por otro lado, hay estudios donde se ha determinado que la concentracion
seminal es peor en animales mayores de 4 afos, siendo este efecto mas
marcado a partir de los 5 afos; sin embargo, no parece que el resto de

parametros seminales sufra alteracion alguna.

2.3.10.5. Neutroéfilos y macrofagos

Son originarios de la flora de la pared del pene y el prepucio, aunque en
ocasiones pueden provenir de la prostata. Los macrofagos, pueden
adherirse a los espermatozoides, mientras que los neutrofilos no afectan a la

movilidad de la muestra.

2.3.10.6. Eritrocitos

Se presentan con frecuencia en el eyaculado de machos mayores a 5 afos,
proceden de la préstata e indican que hay enfermedad. Puede deberse a

traumas accidentales que ocurren durante la monta natural o la recogida
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manual y que se encuentren afectando al pene o al prepucio.

Se presentan generalmente en la primera recogida, cuando el animal es muy
joven. La presencia de un 2% (v/v) de sangre en el semen que va a ser

congelado, afecta negativamente a la motilidad y al estado del acrosoma.

2.3.10.7. Temperatura

El espermatozoide es una célula altamente sensible a cambios de
temperatura y la exposicion a la luz, se debe extremar sus precauciones
para evitar la muerte espermatica por un mal manejo de la muestra (Ochoay
Torres, 2012).

2.4. EVALUACION DE LA CALIDAD SEMINAL

El analisis del liquido seminal se inicia evaluando sus caracteristicas
macroscopicas, tal como el color, olor, aspecto y volumen. Posteriormente,
se evallan las caracteristicas microscépicas como, motilidad masal e
individual, morfologia, concentracion espermatica y conteo de

espermatozoides vivos y muertos (Buritica et al, 2009).

Como resultado del analisis seminal podemos calificar a la muestra como

apta o no apta para su uso en inseminacion artificial (Mellisho, 2010).

Una vez recolectado, el semen debe mantenerse a una temperatura

constante. (Altamirano y Pereira, 2011).

2.4.1. Evaluacién Macroscépica

Esta evaluacion incluye todas las caracteristicas que puedan ser observadas

a simple vista, estas son:
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24.1.1. Volumen

Para evaluar el volumen el semen debe ser colectado en un tubo graduado,
este valor se necesita para calcular el nUmero total de espermatozoides en
el eyaculado y varia dependiendo de factores como la edad, tamafio del
perro, frecuencia de coleccion, cantidad colectada de liquido prostatico,
época del afio, etc., obteniéndose un volumen de 1 hasta 40 ml por
eyaculado y no esta relacionado con la fertilidad del animal (Altamirano y
Pereira, 2011). Aguilar et al. (1994), citaron un valor de 5.98 + 2.3 ml para

eyaculado total de caninos de hasta 20 Kg (Armas, 2009).

Los valores medios para un perro de raza mediana serian de 1-2 ml para la
primera fraccion, la segunda presentaria de 1-2 ml y finalmente unos 4-8 ml

para la tercera (Alamo, 2007).

2.4.1.2. Color

El semen es de color blanco lechoso, tendiendo a la opacidad. La intensidad
de la opacidad depende de la concentracion de espermatozoides. Un color
anormal determina la no utilizacion del semen con fines reproductivos
(Ochoay Torres, 2012).

Segun Buritica et al, (2009) La muestra de semen idealmente debe ser clara;
sin embargo, el color puede ser translicido o blanco cremoso en el caso de
existir una muy baja o0 muy alta concentracion espermatica respectivamente.
Mientras que Armas, (2009) comenta que el color del eyaculado canino

puede variar de blanco opalescente a opaco.

Las muestras de color rojo y con olor a hierro, indican una hemospermia
(sangre en el semen), (Buriticad et al, 2009), mientras que Armas, (2009)
comenta que este color se debe a heridas ocurridas en el pene erecto o de

proceso patologicos de la glandula prostatica o colores verdosos son
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indicadores de presencia de pus. Buriticd et al, (2009) indica que el color
amarillo indica la presencia de orina y particulas blancas pueden ser
indicativas de la presencia de leucocitos (Altamirano y Pereira, 2011).

Segun Armas, (2009) un semen claro e incoloro sugiere azoospermia.
Mientras que Cuadra, (2012) el color normal es "blanco nacarado” la
tonalidad varia de un semental a otro; esto depende del tipo de alimentacion.

2.4.1.3. Olor

Para su evaluacién, acercamos el tubo colector a la nariz (Ochoa y Torres,
2012).

Procede de las glandulas prepuciales, saco prepucial y sacos anales, en
general podemos decir que en este punto se busca que no presente olor
putrido, acido, urinoso (amoniacal), etc. teniendo un olor caracteristico de la

especie (Altamirano y Pereira, 2011).

2.4.1.4. pH

Para su evaluacion se utilizan tiras reactivas de pH, se colocan unas gotas
de semen en ellas, se espera y se lee el resultado. El rango de pH va desde

6,3 a 8,4. Esta determinado por el fluido prostatico (Ochoa y Torres, 2012).

Segun Altamirano y Pereira (2011) debe medirse inmediatamente y debe
determinarse empleando un método muy preciso. El pH normal del semen

canino se encuentra en un rango de 6.3 a 7.

El pH del liquido seminal, el cual usualmente varia de 6,0 a 7,4 en animales
sanos, tiene una gran importancia para reconocer la necesidad de instaurar
tratamientos antimicrobianos, ya que los valores que tienden a la alcalinidad

mayor al limite superior, suelen asociarse a estados infecciosos. Los niveles
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de fosfatasa alcalina seminal en un canino adulto normal oscilan entre
las4000 — 5000 UI/L. El epididimo canino es la principal fuente de la
fosfatasa alcalina seminal. En consecuencia, la enzima puede emplearse
como indicador de la presencia de liquido epididimario en el eyaculado. Si
este se encuentra en bajas concentraciones o estd ausente la eyaculacion
fue incompleta o evidencia la obstruccion bilateral del epididimo o del
conducto deferente (Buritica et al, 2009).

Segun Armas (2009) el pH normal del semen canino va de 6.3 a 6.7 y
depende, en parte, de la cantidad de liquido prostatico obtenido el cual tiene
un pH promedio de 6.8. Se cree que la naturaleza alcalina del liquido
prostatico favorece el aumento de la motilidad espermatica y la
neutralizacion del ambiente acido de la cupula vaginal durante la copula.
Mientras que Cuadra (2012) comenta que el ph debera estar dentro de los

rangos de 6.5a7.
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Figura 15. Tiras reactivas de pH (FMC, 2010)

2.4.1.5. Aspecto

Lechoso da una idea de la concentracién de esperma (Cuadra, 2012).
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2.4.2. Evaluacion Microscopica

2.4.2.1. Motilidad individual

Es un pardmetro importante en la evaluacién de la calidad de semen canino
y debe ser superior al 70% en una muestra normal, este parametro indica la
habilidad de los espermatozoides para alcanzar al Ovulo y fertilizarlo y
deber& evaluarse a 37°C. El portaobjetos y el cubreobjetos deben estar a
temperatura corporal (37°C) para este procedimiento, ya que la exposicién a
temperaturas mas frias que la corporal tiene un impacto en la motilidad
observada, la motilidad en el portaobjetos se reduce significativamente tras
1-2 minutos en un microscopio de luz. Para valorar la motilidad, se coloca
una gota de semen en un portaobjetos y la examina a 100 X — 200X
aumentos. Hay que evaluar la velocidad y direccion del movimiento de los

espermatozoides (Altamirano y Pereira, 2011).

Puede clasificarse de acuerdo al porcentaje de espermatozoides con
motilidad progresiva como: muy buena (80-100%), buena (60—79%), regular
(40-59%) y pobre (<40%) (Buritica et al, 2009).

Una disminucion en la velocidad y en la proporcion de células moviles
progresivas refleja lesiones celulares que pueden reducir las posibilidades
de fecundacion (Andrade, 2005).

La motilidad del espermatozoide es incrementada por el potasio, magnesio
y calcio. Las vitaminas presentes en el plasma seminal son acido ascorbico,
inositol que ayuda en la regulacion de la presion osmotica y trazas de
vitaminas del complejo B. Entre las bases nitrogenadas se encuentran la
ergotionina, base reductora que contiene azufre y cuyo papel podria ser el
proteger de los metales pesados a los grupos sulfhidricos de los
espermatozoides, ya que estos metales producen una disminucion de la

motilidad.
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Para evaluar la motilidad se debe observar inmediatamente después de la
recoleccion, esto para observar los espermatozoides aun cuando la
temperatura de su medio es aceptable para su sobrevivencia (ideal que su
platina esté atemperada porque si no es asi, se reduce el tiempo para

valorar puesto que son muy sensibles al choque térmico).

Un descenso rapido de la temperatura puede originar una alteracion
mediante “choque por frio” de los espermatozoides; sin embargo, esto es
poco frecuente en el semen del perro por ser relativamente resistente al
choque. Los espermatozoides que se mueven describiendo circulos
presentan anomalias en la cola. Los espermatozoides pueden verse
agrupados unos a otros y con otras células (células epiteliales o
macréfagos); se desconoce la importancia de este hecho en el perro
aunque a no ser que afecte a la totalidad de la muestra no es

probablemente un sintoma con prondstico malo.

La motilidad descendera segun pase el tiempo de permanencia del
portaobjetos en el microscopio (posiblemente debido al efecto de laluz y el
enfriamiento). El semen canino normal es viable durante 20 a 30 minutos a
temperatura. El porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva
puede ser alterado por la exposicion del semen a extremos térmicos,
diluyentes acidos, agua, orina, pus, sangre o exceso de lubricantes (Bonilla
y Ballesteros, 2007).

En muestras muy concentradas es recomendable realizar una dilucion del
semen en suero salino o un tampén de TRIS-fructosa. Se considera que un
valor por debajo del 80% de motilidad en semen fresco seria indicativo de
una reduccion de la fertilidad. No obstante, la mayoria de los autores
considera que un semen presenta una buena motilidad cuando presenta
valores entre 70-90%. Cuando el semen ha sido sometido a un
procedimiento de refrigeracién, se considera que la motilidad puede oscilar

entre 20-80%, aunque en otros trabajos se obtienen valores del 79-93%.
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Como norma general, se acepta que la motilidad seminal post-refrigeracion
es aceptable cuando alcanza valores del 60-70% (Alamo, 2007).

2.4.2.2. Motilidad masal

Es una prueba simple que se realiza al semen puro, resulta de importancia
debido a que la motilidad espermatica es indispensable para la fecundacion

natural.

La muestra para estimar la motilidad masal espermatica debe ser preparada
colocando una gota (15 pl) de semen en una lamina porta-objeto limpia a
temperatura de 37°C, usando una platina caliente puesta sobre el
microscopio a un aumento de 40 a 100x. El andlisis se realiza con un
estimado subjetivo de motilidad basandose en el vigor de las “ondas” y su
actividad se cuantifica en grados en una escala de 0 a 5. Hay que considerar
gue la evaluaciéon de estos movimientos ondulantes en el conjunto de
espermatozoides requiere de la experiencia del observador al no ser tan
evidentes como los movimientos observados en la evaluacién espermatica
bovina, debido a que la concentracion espermatica en esta segunda especie

es mucho mayor (Buritica et al, 2009).

Para considerase de buena calidad, el movimiento ondulatorio tiene 4
categorias; Muy bueno (Torbellino intenso con ondas oscuras y claras);
Bueno (onda en torbellino mas lentas, no tan intensas); Regular (movimiento
lento con menos ondas); Malo (muy poca actividad en torbellino o ninguna).
La motilidad circular o de reversa es con frecuencia signo de choque frio o

de un medio que no es isotonico con el semen (Cuadra, 2012).

2.4.2.3. Concentracion espermatica

La concentracion es el niumero de espermatozoides por ml de semen. El

namero de espermatozoides en el eyaculado se determina multiplicando la
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concentracion por el volumen total colectado. La concentracién puede variar
dependiendo de la edad, raza, estado fisiolégico, sanitarios, tamafio
testicular, actividad sexual, época del afio y ritmo de recogida.

En una pipeta se hara la dilucion de solucion salina al 2.9 % 1:100, después
se llenara la camara Neubauer y se contabiliza los espermatozoides de los
cuadros de los extremos y centro de cada camara. La cadmara Neubauer
tiene 2 camaras, por lo tanto, se cuentan 5 cuadros en cada camara, se
suman los resultados de las dos camaras y se dividen entre dos para sacar
el promedio y el resultado (nUmero de espermatozoides) se multiplica por 5 x
10° seglin el factor de dilucién (1:100 es por 5 x 10°), obteniéndose asi la
concentracion espermatica por ml de eyaculado. Se multiplicara la
concentracion obtenida en cada ml, por el volumen colectado; dando como

resultado el numero de espermatozoides total por eyaculado.

En un eyaculado normal existen en promedio de 200 a 1000 millones de
espermatozoides por mililitro y por lo menos 100 millones son necesarios
para gestar una perra, siempre y cuando se insemine con semen fresco.
Cuando el semen es congelado la concentracién espermatica debe ser
mayor debido a la muerte de espermatozoides ocasionada por los procesos

de congelamiento y descongelamiento (Altamirano y Pereira, 2011).

Es una las pruebas de analisis seminal mas importante. Existe variabilidad
muy grande en la concentracion de un eyaculado a otro, siendo importante
conocer el niumero de espermatozoides por eyaculado, ya que de este
parametro depende el nimero de hembras a inseminar. La concentracion
puede calcularse por varios métodos a partir de una muestra de semen.
Entre estos métodos destaca la espectrofotometria, colorimetria, citometria
de flujo y uso de camara de recuento celular como las de Burker, Neubauer
o Thoma (Mellisho, 2010).

Se ha estimado que la cantidad de espermatozoides esperada por milimetro



36

cubico de eyaculado para la especie canina esta entre los 200 y 800 x 10°

dependiendo el peso del animal (Buritica et al, 2009).

Segun Cuadra (2012) la concentracion de espermatozoides es de 100 — 500
x 108/ml; en razas gigantes pudiendo llegar cerca de los dos billones, para
una inseminacion se necesita 200 millones de espermatozoides. El diluyente
de la fraccion seminal utilizada debe detener el movimiento y prevenir el
agrupamiento de las células; se trabaja con una solucibn de suero
fisioldgico formulado con cloruro de sodio 9 gr; formaldehido al 40% (3ml); y
agua destilada (1000ml).

En el perro hay descritos valores de concentracion que oscilan entre 300-
2000 x 10% espermatozoides/ml (esp/ml), considerandose normal para un
perro de tamafio mediano 300 x 10® esp/ml. Sin embargo, otros autores
describen concentraciones que varian entre 200 a mas de 2000 x 10
esp/ml. Se considera que la concentracion minima aceptable que debe
presentar un semen para utilizarse en una inseminacion en fresco seria de
100 x 108 esp/ml.

La observaciéon de una baja concentracién espermatica puede deberse a una
eyaculacion incompleta generada frecuentemente por nerviosismo en
machos jovenes e inexpertos. También se puede observar este descenso en
la concentracién espermatica en aquellos individuos tratados con esteroides
anabolizantes u otros andrégenos; esta situacion suele tener caracter
transitorio, volviendo el eyaculado a la normalidad 2 meses tras la supresion
del tratamiento. Asimismo, se debe tener en cuenta que valores bajos de
concentracion se deben en muchas ocasiones a que se recoge un excesivo
volumen de fluido prostatico que enmascara el verdadero numero de
espermatozoides presentes en la muestra seminal. Ademas, también es
posible observar una disminucién de la concentracién cuando la eyaculacién

es incompleta.



37

Es posible también que se presente una baja concentracion esperméatica en
aquellos individuos que hayan desarrollado una aplasia del epididimo y/o de
los conductos deferentes o que algunas estructuras testiculares se hayan
fibrosado como consecuencia de traumatismos o infecciones. Cualquier tipo
de alteracion a nivel escrotal (dermatitis, heridas, infecciones) también
genera un descenso de la concentraciéon del eyaculado asi como la
presencia de inflamaciones como orquitis o epididimitis. Otras posibles
causas son la presencia de anomalias testiculares: criptorquidia unilateral,
tumores de células de Sertoli, seminomas, tumor de células intersticiales,

degeneracion testicular, etc. (Alamo, 2007).

2.4.2.4. Morfologia

Figura 16. Tincién (Ochoa y Torres, 2012)

La forma de los espermatozoides es una caracteristica importante porque
afecta a la motilidad. Esto se hace tomando una gota de semen, a la que se
le agrega una gota de eosina - nigrosina y se hace un extendido;
posteriormente se pone un cubreobjetos y se observa al microscopio un
namero de 100 espermatozoides en 4 campos distintos, las anormalidades
del espermatozoide se clasifican en primarias y secundarias conforme al sitio
donde se localiza el defecto. En tanto Wanke Maria manifiesta -“la
proporcién de espermatozoides con defectos primarios y secundarios no

debe exceder el 30 — 40%”-; mientras Esquivel cita que “un perro normal



38

debe tener un 80% de espermatozoides normales y un maximo de 20% de

espermatozoides anormales” (Altamirano y Pereira, 2011).

Puede darse el caso que un mismo espermatozoide presente varias
anormalidades, caso en el cual se procederd contando cada una por
separado y el espermatozoide como una sola célula (Buritic et al, 2009).

La metodologia generalmente utilizada para la evaluacién de la morfologia
espermatica es la coloracion de frotis de semen. Los colorantes Wright,
Rosa de Bengala, Diff-Quik, Spermac®, Giemsa, Hematoxilina-eosina y
eosina-nigrosina son comunmente utilizados. Después de la coloracion, los

frotis deben ser evaluados en microscopio mediante inmersion en aceite.

Se deben contabilizar y clasificar un minimo de 200 espermatozoides; los
machos normales suelen tener mas del 70% de espermatozoides con
morfologia normal, las anormalidades primarias deben constituir menos del
10% vy las secundarias menos del 20% de los espermatozoides defectuosos
en el perro normal. Oettlé (1993) relaté que a medida que aumenta el
porcentaje de espermatozoides anormales, la fertilidad es reducida,
observando que cuando la proporcibn de  espermatozoides
morfologicamente normales se encontraba por debajo del 60%, la fertilidad

se encontraba adversamente afectada (Armas, 2009).

Las causas que pueden provocar la aparicibn de morfoanomalias son el
estrés asociado a inflamaciones localizadas a nivel genital, hipertermia,
infecciones del tracto reproductivo, disminucion de la secrecion de LH y
testosterona o alteraciones iatrogénicas. Es frecuente el uso combinado de
tinciones para valorar la vitalidad, con colorantes que permitan diferenciar el
estado del acrosoma, como por ejemplo el uso combinado de Trypan blue y
Giemsa o Trypan blue, Bismarck brown y Rosa de Bengala, consiguiendo
asi valorar tanto la vitalidad, como las morfoanomalias y las acrosomias. En

el caso concreto de las acrosomias, es posible el uso del Spermac®, pero



39

no es posible establecer diferencias entre células vivas y muertas.

Por otro lado, mediante el uso de tinciones fluorescentes es posible realizar
la valoracién de la integridad de membrana. En el caso de la gota
citoplasmatica proximal se ha visto que en la especie canina afecta a la
fertilidad; sin embargo, la presencia de un flagelo abaxial no parece tener
efecto sobre la fertilidad en el perro (Alamo, 2007).

Las morfo anomalias se clasifican en:

v' Primarias: aparecen como consecuencia de una alteracién de la
espermatogénesis (malformaciones de la cabeza, de la pieza

intermedia y del flagelo), porcentaje normal 10-15%.

v' Secundarias: debidas a un fallo en la espermiogénesis 0 a una
inadecuada manipulacion del semen por parte del examinador
(persistencia de la gota citoplasmatica, flagelos doblados, ruptura del

acrosoma). Porcentaje normal 10-20%.

v" Por manejo: en este grupo se encuentran todas las alteraciones que
se producen en el momento de recoleccion del semen, tinciones,
manipulacion de la muestra, etc.

a) Caracteristicas anormales de los espermatozoides

v' Cabezas piriformes y angostas

Presentan la zona post-acrosomal mas estrecha, siendo evidentes

anormales.
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v" Micro y macrocefalia

Estan ocasionados por una distribucién desigual de los cromosomas durante
la meiosis y generalmente la mayoria de las células mueren o son
fagocitadas por las células de Sertoli antes de llegar al estadio de

espermatide.

v" Formas teratoides

Los espermatozoides con estos defectos tienen una condensaciéon de ADN
anormal, un ndcleo pequefio y deforme y la pieza principal esta alrededor del

nucleo.

Figura 17. Espermatozoide con forma teratoide (Dominguez, 2013)

v Defectos del acrosoma

El acrosoma se encuentra aumentado de tamafio generalmente conteniendo
un quiste y un cuerpo de inclusién que se pliega en la regién apical de la

cabeza del espermatozoide.
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v Cabezas sueltas

Se pueden hallar espermatozoides decapitados en un pequefio nimero en el
semen normal. Cuando se encuentran en mayor cantidad, estdn asociados
con defectos en la termorregulacién del testiculo y por un defecto en la

espermiogeénesis.

v' Pieza media distal plegada

Suele combinarse con pieza principal doblada. Estos defectos se producen
en la cola del epididimo o en los Ultimos pasos de la espematogénesis.

v' Colas abaxiales, accesorias y multiples
Las colas accesorias estan generalmente presentes junto con las abaxiales y

las dobles. Estos defectos se producen cuando se forma mas de un cilio a
partir de una replicacién de los centriolos.

Figura 18. Cola doble, mdultiple, accesoria (Dominguez, 2013)

v' Pieza principal doblada

La pieza principal se encuentra doblada, en forma de rulo o espiral.
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v' Pieza intermedia arqueada

Tienen forma de arco iris o de “U”. Este defecto es generalmente producido

por la tincion.

v' Gota citoplasmatica proximal

Casi todos los espermatozoides que se encuentran en la cabeza del
epididimo tienen una gota citoplasmatica proximal. Luego, a medida que van
descendiendo hacia la cola del mismo, la gota se va desplazando
distalmente, al menos en el 90 % de los casos. Una alta incidencia de gotas
proximales se puede ver en animales que aln no han atravesado en forma
completa el periodo de la pubertad. En ejemplares adultos, las gotas
proximales en el eyaculado son indicio de disturbios en la funcion

epididimaria o testicular.

Figura 19. Gota citoplasmética distal (Domi’nguez, 2013)
b) Otras alteraciones
v’ Aspermia

Si no hay eyaculacion, puede deberse a:
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v Falta de eyaculacion debido a un déficit neuroldgico o de libido.

v Falta u obstruccién de la secrecién de liquido prostatico de modo que
la fraccién espermatica no es transportada al exterior.

v' Falta de secrecion de liquido prostatico y una pequefia porcién de
fraccion pre-espermatica y espermatica que no son detectadas ni
recogidas. Debe realizarse un nuevo intento de recoleccion de semen

6 0 mas horas mas tarde.
v' Azoospermia
Es la ausencia de espermatozoides en el eyaculado, debida a que:
v Los testiculos no estan produciendo espermatozoides.
v' Los espermatozoides se producen pero hay una obstrucciéon en el
epididimo.
v' Obtencion de un eyaculado incompleto.

v' Leucospermia

Leucocitos en el eyaculado. Requiere consideraciones acerca de infecciones

bacterianas de la prostata, testiculo o epididimo.

v' Teratospermia
Cuando hay demasiadas anormalidades morfologicas. Los perros normales
deberian tener un 80% o0 mas de espermatozoides morfolégicamente
normales. Puede ser causada por tumores testiculares, orquitis, fiebre,
prostatitis, abstinencia o sobre-utilizacion, y obesidad.

v' Astenospermia

Es la ausencia de motilidad espermatica. Causada por un equipo de
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recoleccion contaminado y el sindrome de cilio inmovil. Los residuos de la
fabricacion del latex y una serie de lubricantes solubles en agua pueden

disminuir la movilidad progresiva del semen.

v" Necrospermia

Todos los espermatozoides del eyaculado estan muertos.

v' Oligospermia

Se presenta cuando hay muy pocos espermatozoides en el eyaculado. Un

recuento espermatico menor a 200 millones de espermatozoides/eyaculado

en perros que pesan mas de 4,5 kg se considera anormal.

v Hematospermia

La presencia de sangre en el eyaculado, por hipertrofia prostatica benigna o

debido a un traumatismo durante la recoleccion o la copula.

v' Aglutinacién espermatica

Infertilidad espontanea, los espermatozoides se ven alterados en su
motilidad. En perros afectados cronicamente con B. canis y orquitis

autoinmune (Ochoa y Torres, 2012).

2.4.2.5. Viabilidad

Con el proposito de evaluar la valoracion vital esperméatica, de una muestra
de semen se toma una gota, a la que se le agrega una gota de eosina -
nigrosina y se hace un extendido; posteriormente se le pone un cubreobjetos
y se observa al microscopio un numero de 100 espermatozoides en 4

campos distintos los espermatozoides vivos no presentan coloracién
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mientras que los muertos se tifien de rojo debido a la pasividad de sus
membranas, al penetrar la eosina, la nigrosina tan solo sirve de contraste
guedando depositado en el fondo del portaobjetos, la mortalidad espermatica
no debe ser mayor al 10% si rebaza este valor no es de buena calidad y por

lo tanto no debe ser utilizado (Altamirano y Pereira, 2011).

Es necesario realizar dos conteos a lo largo de la placa preparada, cada uno
de 100 células espermaticas, para estimar el numero de células vivas y
muertas pero la diferencia entre cada conteo no debe exceder un 5%
(Buritica et al, 2009).

Algunos autores describen el uso de otras tinciones como la eosina-azul
anilina, trypan blue o el hypo-osmotic swelling test -HOST-. En el caso
concreto del HOST, algunos autores han encontrado una correlacién entre
motilidad y vitalidad espermaticas, pero no existe correlacion entre la
motilidad, vitalidad y las morfoanomalias. No obstante, no se ha podido
establecer fehacientemente una relacién entre el HOST vy la fertilidad en el

perro.

Figura 20. Extension de una gota de semen con colorante (Buritica et al, 2009)

El mayor inconveniente que presenta el uso de la eosina-nigrosina es que, al

ser un colorante hipoténico que se aflade a una muestra que no ha sido
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fijada quimicamente, puede producir morfologias anormales en los

espermatozoides, especialmente defectos en la cola.

En la mayoria de los trabajos, se considera que un semen es de muy buena
calidad cuando se observa un 90-95% de espermatozoides vivos en fresco.
(Alamo, 2007).

2.4.3. Evaluacion Espermatozoides Epididimarios

El método de evaluacion de espermatozoides epididimarios es el mismo que

se realiza para eyaculados de semen canino.

Los porcentajes de motilidad en espermatozoides epididimarios encontrados
por Hernandez et al. (2004) y que fueron recuperados con solucion de
Hartmann fueron de 53.97 = 27.22%. Mas adelante, Hori et al. (2005)
compararon la calidad de espermatozoides epididimarios recuperados con
fluido prostatico y eyaculados antes de la orquiectomia; estos autores,
encontraron una motilidad espermatica promedio de 88.6% (n=9) frente al
92.1% encontrada en los eyaculados, no encontrando diferencia estadistica
significativa entre los grupos. Posteriormente, Ponglowhapan et al. (2006)
encontraron que el porcentaje promedio de espermatozoides epididimarios
motiles de muestras frescas recolectados con dilutor Tris fue de 77.2 £ 6.8
(n=16).

Con respecto a la concentracion de espermatozoides epididimarios, Antypas
et al. (1994) reportaron una concentracion promedio de 340.5 + 38.5 x 106,
mas adelante, Hernandez et al. (2004) encontraron una concentracion de
espermatozoides en la cola de los epididimos de perros de 583.09 x 106,
similar a los valores encontrados por Hewitt (2001). Posteriormente en un
estudio mas exhaustivo, Hori et al. (2005) estudiaron las concentraciones de

espermatozoides obtenidos de la cola del epididimo y eyaculados del mismo
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perro; encontrando cantidades de espermatozoides del epididimo izquierdo y
derecho de 1.8 a 9.0 x 108 y 1.6 a 9.4 x 108, respectivamente, con un
promedio de 4.4 + 0.6 x 108 y 5.2 + 0.7 x 108, respectivamente; no habiendo
diferencia entre los epididimos izquierdo y derecho en los animales
individuales; a su vez, encontraron una concentracion de espermatozoides
en el eyaculado de 2.7 hasta 11.1x108, con un promedio de 6.2 + 0.7 x 108.
La proporcion de espermatozoides eyaculados del numero total de
espermatozoides epididimarios derecho e izquierdo fue desde 21.7% hasta
171.9%, con un promedio de 76.8 + 12.3%.

Los valores de morfologia normal encontrada en la cola del epididimo por
Hernandez et al. (2004) fueron de 68.84 + 13.07%, obteniendo
espermatozoides con gotas citoplasmaticas en menor porcentaje en la cola
del epididimo (14.53%), que en el cuerpo y cabeza (20.25% y 31.15%,
respectivamente), concluyendo, que hay un mayor numero de
espermatozoides maduros en la cola del epididimo, lo que corrobora las
funciones de la ultima porcién del epididimo: concentracién, maduracion y
almacenamiento de los espermatozoides. En otro estudio, Hori et al. (2005)
encontraron niveles promedio de anormalidades espermaticas de 5.6% y
4.9% en los grupos de espermatozoides epididimarios y de eyaculado,
respectivamente, no habiendo diferencia estadistica significativa entre los
dos grupos; las incidencias promedio de espermatozoides inmaduros fueron
de 4.7% y 3.4% en los grupos de espermatozoides epididimarios y de
eyaculado, respectivamente, no habiendo diferencia estadistica significativa

entre los dos grupos.

La evaluacion de la integridad funcional de membrana, al igual que para la
evaluacion de eyaculados de semen fresco es, generalmente, evaluada
mediante el uso del test hiposmoético (HOST). Hishinuma y Sekine (2003),
encontraron un porcentaje de 75.1+11.0% de espermatozoides recuperados

de la cola del epididimo reactivos al test hiposmoético (HOST) (Armas, 2009).
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2.4.4. Factores que Afectan las Caracteristicas del Semen

2.4.4.1. Pubertad

Los eyaculados iniciales de un perro después de la pubertad contienen
espermatozoides anormales y muertos, con las eyaculaciones posteriores se
incrementa la concentracibn espermética y disminuye el numero de

anormalidades; la testosterona también aumenta después de la pubertad.

2.4.4.2. Frecuencia de la eyaculacion

La frecuencia eyaculatoria tiene un efecto contra producente sobre el
volumen seminal y la concentracion espermatica. Un perro con actividad
sexual frecuente u oligospermia puede retornar a la actividad cuando se
emplea espaciadamente para permitir que los espermatozoides se acumulen

en los epididimos.

2.4.4.3. Tamafo y patologia de la prostata

Wheaton y col en 1979 establecieron una correlacion directa entre el
volumen seminal total por eyaculado y el tamafio prostatico en los perros con
prostatas normales e hiperplasia prostatica glandular. El volumen de
eyaculacion del semen colectado naturalmente incremento de un modo lineal
con el tamafio y peso de la préstata; Blender y Col en 1983 realizaron un
estudio donde indican que la prostata continua agrandandose durante los
primeros 6 afios de vida pero la funcién secretora y por ende el volumen

seminal por eyaculado comienza a disminuir después delos 4 afios de vida.

2.4.4.4. Tamano testicular

A medida que el peso (tamafio) testicular incrementa la produccién
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espermética diaria y el nimero de espermatozoides por eyaculado (Arango y
Rendoén, 2009).

2.5. CONSERVACION DEL SEMEN

2.5.1. Antecedentes

Los primeros trabajos publicados sobre conservacién del eyaculado de perro
mediante refrigeracion son de 1952, mientras que el primer registro de
inseminacion artificial exitosa con semen diluido y refrigerado data de 1954.
Los diluyentes utilizados en estos estudios contenian yema de huevo con
solucion de citrato de sodio o fructosa o bien la leche pasteurizada. Tras
estos trabajos, otros autores aportaron mas conocimientos sobre los efectos
de distintos diluyentes en la refrigeracion. En 1975, Andersen adapté al
semen canino el diluyente TRIS Fructosa- Acido Citrico con 20% de yema de
huevo y glicerol al 8%; sin embargo, hoy se considera que para la
conservacion en refrigeracion del semen de perro esta desaconsejado el uso

de glicerol, ya que presenta un efecto depresivo en la motilidad.

En los afios 80 y 90 los diluyentes utilizados para refrigeracion estaban
constituidos esencialmente por yema de huevo o leche. Tanto la yema de
huevo como la leche aportan lipoproteinas de baja densidad, principalmente
fosfolipidos que actuan estabilizando las membranas nucleares sin que se
produzcan cambios aparentes en la composicién de las mismas (Andrade,
2005).

2.5.2. Situacién Actual del Proceso de Refrigeracién y Congelacion

En las distintas especies domésticas, incluida la especie canina, se han
realizado una considerable cantidad de investigaciones con el objetivo de
mejorar la viabilidad y la motilidad del semen preservado v,

consecuentemente, la fertilidad. Para ello, los protocolos de refrigeraciéon y
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congelacion han sido objeto de distintos estudios sobre el uso de distintos
diluyentes, diferentes proporciones de crioprotectores, ritmos de
refrigeracion, equilibrio y protocolos de congelacion y descongelacion,
llevados a cabo por diversos grupos de investigacion en las dos ultimas
décadas. Los avances en los equipamientos y en las técnicas de evaluacion
del semen han posibilitado analizar y conocer mas ampliamente el impacto
de los diluyentes en la longevidad, motilidad y velocidad de Ilos

espermatozoides tras la refrigeracion.

En la actualidad, el diluyente de semen canino mas utilizado en situaciones
practicas y experimentales sigue siendo el TRIS-Fructosa-Acido Citrico, con
20% de yema de huevo y glicerol al 8%, si se pretende la congelacion,
diluyente éste conocido por proporcionar indices de concepcion razonables.
Sin embargo, las investigaciones mas recientes estudian las posibilidades de
suplementacion de este diluyente con diversos azucares como la trehalosa,
la xilosa y la maltosa, metilxantinas como la pentoxifilina y detergentes
biologicos como la Pasta Equex; los Unicos aminoacidos estudiados en esta
especie han sido la prolina y la glicina-betaina, obteniéndose con la adiciéon

de prolina buenos resultados post-descongelacion.

Los estudios mas recientes siguen investigando y comparando los
protocolos de congelacion a fin de mejorar la supervivencia espermatica
post-descongelacion. Pero no podemos olvidar, para obtener un elevado
porcentaje de nacimientos, la necesidad de una rigurosa monitorizacion del
ciclo estral de la perra y el uso de una apropiada técnica de deposicién intra-
uterina del semen descongelado; factores éstos tan importantes como el

método utilizado en la criopreservacion (Andrade, 2005).

El uso de semen congelado fue aprobado en 1981, y tras 6 afios y medio se
contabilizaron 101 registros de camadas. La dificultad en canalizar el cérvix
canino para realizar la inseminacion intrauterina puede ser el origen del poco

interés suscitado hasta entonces por la congelacién, pero los autores
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coinciden en que este meétodo proporciona resultados bastante mas

satisfactorios.

2.5.3. Métodos de Conservacion

2.5.3.1. Semen fresco

El esperma mantenido a temperatura ambiente se conserva algunas horas
(Cuadra, 2012).

En la especie canina, el semen obtenido tras estimulacion manual se suele
conservar en tubos calibrados de plastico o cristal hasta el momento de su
utilizacion. Si la muestra se mantiene en un bafio Maria a 37 °C, el semen
fresco puede mantener su viabilidad hasta 24 horas tras la recogida (Alamo,
2007).

2.5.3.2. Semen refrigerado

Refrigeracion a + 4 °C aumenta su fecundacion durante varios dias e incluso
una semana, antes de refrigerar el eyaculado obtenido debemos mezclarlo
con un diluyente isotonico para aumentar el tiempo de vida del semen y para
protegerlo contra el choque térmico y la accion de contaminaciones
bacterianas (Cuadra, 2012).

Para mantener el semen en refrigeracion hay que afiadir al medio de dilucion
un componente que proteja a los espermatozoides del shock frio,
observandose que los mejores resultados se obtienen con la yema de
huevo. Generalmente, se almacena el semen en tubos calibrados de cristal 0
plastico, aunque en ocasiones se utilizan envases menos convencionales

como frascos calibrados de cristal o plastico.

La reactivacion y prolongacién de los parametros de motilidad parece ser
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gue se ve influenciada por la suplementacion de glucosa, la adicion de yema
de huevo fresco y la eliminacion de productos de degradacion presentes en

el medio.

En cuanto a la glucosa, se ha observado que el aumento de este
componente en el medio se encuentra relacionado con el porcentaje de
espermatozoides estaticos. Asimismo, se ha comprobado que la baja
motilidad espermatica puede ser reactivada mediante la suplementacién in

vitro o in vivo de secreciones vagino-Utero-oviductales.

En diversos estudios realizados en la especie canina se ha demostrado que
afiadiendo a la muestra de semen un diluyente a base de yema de huevo es
posible mantener la viabilidad hasta 10 dias a 4 °C, sin alterar su viabilidad.
Aunque se desconoce exactamente cual es el mecanismo de reactivacion de
la yema de huevo, se sabe que el sustrato energético de los
espermatozoides lo aporta la adicion de fosfolipidos y probablemente, la
yema de huevo se encuentre involucrada en la produccidon de estos cambios.
No obstante, también existen otros trabajos donde se afirma que la viabilidad

del semen de perro refrigerado es de 4-5 dias como maximo (Alamo, 2007).

2.5.3.3.  Semen congelado

En 1803 Lazaro Spallanzani informo que los espermatozoides enfriados con
nieve no morian, sino que solo se tornaban inméviles y que al exponerlos a

calor recuperaban la motilidad por varias horas.

Segun Cuadra (2012) el esperma en nitrogeno liquido a — 196°C, puede ser
utilizado varios afios después de su recoleccién y su congelaciéon. El
diluyente que se escoge para congelacion es un medio, bien natural bien
artificial, en el cual el espermatozoide esta protegido de los cambios de
temperatura y donde su fecundidad es preservada suficientemente a las

bajas temperaturas de conservacion.
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En la especie canina se han constatado el nacimiento de camadas a partir
de semen congelado Silva y cols., 1996; Linde-Forsberg y cols., 1999, pero
hasta el momento no hay estudios que determinen el tiempo maximo de
almacenaje que garantice altos porcentajes de fertilidad. En algunos trabajos
se ha demostrado que no existen diferencias significativas en los parametros
de motilidad, reaccién acrosomal e integridad de membrana post-
congelacién, cuando el semen es sometido a un proceso de congelacion
inmediatamente tras la recogida o tras permanecer 2 dias refrigerado con un

diluyente a base de TRIS-glucosa con yema de huevo (Alamo, 2007).

2.5.4. Diluyentes

Los diluyentes son una mezcla de compuestos que permiten la
supervivencia celular durante los procesos de congelacién/descongelacion
debido a que ayudan a estabilizar la membrana celular e imitan las
caracteristicas fisiologicas de los fluidos organicos. Si se adiciona un
crioprotector se modifica la osmolaridad lo que disminuye el riesgo de

deshidratacion celular.

Usualmente se usan como diluyentes, un buffer de pH como citrato de sodio,
un buffer osmoético como Hepes, una fuente de energia como glucosa o
fructosa, antibiéticos como penicilina o estreptomicina, y un medio excipiente

como Tris (Arango y Renddén, 2009).

2.5.4.1. Composicion de los diluyentes

El semen de cada especie tiene unas caracteristicas especiales que impide
gue se desarrolle un diluyente universal. A pesar de esto, el diluyente debe
reunir una serie de componentes que impida el deterioro de la muestra de
semen y que basicamente son los siguientes:

v' Agua bidestilada o ultra pura, como disolvente para el resto de
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componentes.

v/ Sustancias ionicas y no iénicas que aseguren el mantenimiento de la
osmolaridad y pH del medio. En el semen canino, las mas usadas
son: citrato sodico, leche desnatada en polvo, leche desnatada
uperizada, lactosa, &cido citrico, TRIS.

v/ Sustancias organicas que prevengan o amortigiien el shock térmico,
como la yema de huevo o leche.

v' Azucares simples como fuente de energia para los espermatozoides

v' Aditivos como enzimas (a y B-amilasa, B-glucuronidasa, catalasa),
detergentes (SDS-dodecilsulfato sodico, STLS-trietanolamina laurel
sulfato sodico), aminoacidos (alanina, prolina, glicina-betaina, glicina-
betaina+prolina) y otros compuestos (cafeina, prostaglandinas) que
pueden mejorar la fertilidad.

v Antibioticos, para evitar el crecimiento bacteriano (Alamo, 2007).

2.5.5. Dilutores del Semen Canino

Tanto para la refrigeracion como para la congelacion del semen, son
utilizados dilutores con el propdésito de proteger a los espermatozoides de

todos los efectos criticos del proceso de congelacion.

Actualmente, la mayoria de los investigadores que trabajan en
criopreservacion de semen canino emplean dilutores a base de Tris/acido
citrico como agente tampdn, glucosa o fructosa como fuentes de energia,
yema de huevo como protector de enfriamiento y el glicerol como agente

crioprotector.

255.1. Tris

El compuesto Tris es una sustancia soluble en agua, de aspecto cristalino,
tal sustancia posee la cualidad de formar soluciones acuosas y sistemas

reguladores de la concentracién de iones de hidrégeno, y por su capacidad
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amortiguadora, tiene la capacidad de neutralizar los productos de desecho
resultantes del metabolismo de los espermatozoides, y en particular al acido
lactico ademas, actua en la reduccion del metabolismo de la fructosa por la

célula espermética, contribuyendo asi en la preservacion de su energia.

2.5.5.2. Acido citrico

El &cido citrico es un &cido fragil inorganico, facilmente encontrado en los
frutos citricos, que también entra en la composicién del dilutor Tris. En
temperatura ambiente, se presenta como un polvo blanco, pudiendo existir
en la forma anhidra o en la monohidratada; en el caso del dilutor Tris, la
forma utilizada es la monohidratada. Por su conocida accion antioxidante, el
acido citrico ha sido utilizado como un conservante natural. Asi, es probable
gue el acido citrico contribuya para la preservacion de la célula espermatica
auxiliando en la manutencion del pH y actuando como antioxidante (Armas,
2009).

2.5.5.3. Yemade huevo

La yema de huevo de gallina ha sido adicionada a los dilutores del semen
para proteger la membrana plasmatica. Se considera que la proteccion
conferida por la yema puede ser debido a la presencia de una lipoproteina
llamada fosfatidilcolina, la cual interactia con la estructura lipidica de la
membrana plasmatica de las células espermaticas y propician la proteccion.
Segun Foulkes (1977) la yema de huevo previene también la liberacion de la

enzima hialuronidasa por la célula espermatica.

Ademas de proteger la membrana plasmatica, la yema de huevo actia como
una fuente proteica para el dilutor. La mayoria de los autores utilizan
concentraciones de yema en torno de 20% en el dilutor. A pesar de sus

efectos benéficos, la yema presenta algunos inconvenientes, como la
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posibilidad de transmision de enfermedades. Ademas, puede facilitar el
proceso de oxidacion sobre los espermatozoides caninos, pudiendo
promover la peroxidacion de los lipidos insaturados, a la cual el
espermatozoide canino es bastante sensible (Armas, 2009).

Kampschmidt y col. (1953) precisaron que la yema contribuia
beneficiosamente de dos maneras distintas: por resistencia, protegiendo
contra el choque térmico y por conservacion, consiguiendo la supervivencia
del espermatozoide. Asi, la porcién lipidica constituida por los fosfolipidos,
lecitina y cefalina, es efectiva en la proteccion contra el choque térmico;
hecho confirmado por Blackshaw (1954), quien precisé que la lecitina era el
principal fosfolipido protector, algunos trabajos atribuyen la actividad
protectora de la yema, contra los choques térmicos y la pérdida de motilidad,
a la interaccion con la membrana (Watson, 1975), mas concretamente, a la
deébil interaccion de los fosfolipidos de la yema con la membrana plasmatica
(Quinny col., 1980).

Ademas de Graham y Foote (1987) han sustentado que las lipoproteinas de
baja densidad son los componentes de la yema que consiguen el efecto
crioprotector, evitando el choque térmico y preservando la integridad de la

membrana.

También se atribuyen a la yema propiedades protectoras contra los efectos
toxicos del plasma seminal que desestabilizan la membrana del
espermatozoide. De modo que, la cantidad de yema contenida en el
diluyente deberia ser proporcional a la cantidad de plasma seminal en el
semen diluido. Asi, en casos en que el semen esté muy diluido existe,
consecuentemente, una reducida concentracién de plasma seminal y por
ello, las concentraciones de yema pueden ser reducidas sin impacto

negativo en la fertilidad.

La yema de huevo previene la apariciéon de colas dobladas y protege la
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motilidad el compuesto activo en la yema de huevos la fraccion de
lipoproteina de baja densidad, una molécula de baja densidad con alto peso
molecular que solo puede actuar en la superficie celular (Arango y Renddn,
20009).

2.5.5.4. Adicidon de azlUcares

Los azlcares han sido afiadidos a los medios diluyentes como sustancias
capaces de aportar energia a los espermatozoides pero disacaridos como
trehalosa y sucrosa pueden proporcionar estabilizacion de la membrana
debido a su capacidad para asociarse a las membranas mas fuertemente

que el glicerol.

2.5.5.5. Adicion de aminoacidos

La adicion de aminoacidos en los diluyentes parece tener resultados
positivos tanto en la refrigeracion como en la congelacion del semen de

especies pecuarias.

La adicion de prolina en los medios de congelacién resultd en una mayor
motilidad tras la descongelacién en el perro (Pefia y col., 1998). Distintos
investigadores atribuyen estas mejoras a caracteristicas metabolicas y
crioprotectoras de los aminoacidos. Para Chen y col. (1993), los
aminoacidos son capaces de aportar proteccion a la membrana del
espermatozoide, lo que aumenta su supervivencia en el tracto genital de la
hembra (Andrade, 2005).

Las elevadas concentraciones de hipotaurina en el tracto reproductor
masculino pueden estar justificadas por su papel anti-oxidante en la
proteccion de las membranas de los espermatozoides. En el perro, la
presencia de hipotaurina en el espermatozoide y en el plasma seminal fue

demostrada por Van der Horst y Grooten (1966).



58

La presencia de taurina y sobretodo de hipotaurina a elevadas
concentraciones en el plasma seminal sugiere que el epididimo o el testiculo

son sus lugares de origen.

2.5.5.6. Diluyente CaniPRO

Medio de cultivo para semen canino, presentacion de 20ml.

a) Composicion

Agua

Citrato de sodio
TRIS

Glucosa
Fructuosa

Componentes propios del fabricante

AN N N N N N

Gentamicina.

Diluir una parte del semen en tres a cinco partes de diluyente es decir: 1 ml

en 3-5 ml de CaniPRO Chill 10 segun la concentracion inicial del semen.

El semen se puede conservar durante un maximo de 10 diasa 4 ° C (39 ° F)

con preservacion de un minimo de 70% de motilidad inicial.

b) Inseminacién

Inseminar lentamente, dando tiempo para la absorcion.

v" Inseminacion vaginal

Con un catéter MAVIC ™ dtilice el semen diluido para alcanzar idealmente

los siguientes volumenes totales:
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v' 2.5 ml para perros <10 kg (<22 libras)
v" 5.10 ml para perros entre 10-20 kg (22 libras - 44 libras)
v Hasta 20 ml para perros> 20 kg (>44 libras)

Estos volumenes deben simular los volumenes de las fracciones segunda y

tercera producidos durante el apareamiento natural y pueden variar segun la

raza.

En el momento de la inseminacién primero inyectar el semen diluido, luego

enjuague con el volumen adicional de diluyente.

v' TCl o lainseminacion quirargica

Utilizar 1-3 ml de semen diluido dependiendo del tamario de la perra.

Figura 21. Diluyente CaniPRO (MINITUBE, 2013)

2.5.5.7. Diluyente CaniPlus Chill

Su férmula mejora la motilidad, permite una conservacion mas larga y
aumenta la fertilidad. Es un medio de conservacidon para semen refrigerado
de 5 dias a 11 dias. Presentaciéon 30 ml (MINITUBE, 2013).



60

a) Composicion

Agua purificada

Acido citrico

TRIS

Fructuosa

Antioxidantes

Componentes propios del fabricante

AN N N N N N

Gentamicina

b) Dilucion del semen nativo

Utilice para la inseminacion con semen fresco solo la fraccion del eyaculado
rica en espermios (22 fraccion). No incluya la 1 2 fraccion del eyaculado (la
porcién transparente, ni la 32 fraccion del eyaculado (fraccion prostatica), ya
gue la calidad del semen descenderia. Las temperaturas del diluyente y
semen deben ser iguales (+/- 1 °C) al momento de la primera dilucion. Diluya

el semen de acuerdo a la concentracion inicial del semen.
250 a 750 x10°8 agregar 2 ml de diluyente en 1 ml de semen
750 a 1250 x 10° agregar 3 ml de diluyente en 1 ml de semen
>1250 x 108 agregar 4 ml de diluyente en 1 ml de semen

c) Inseminacion

v' Vaginal con catéter de balon

El semen refrigerado es adicionado a temperatura ambiente con diluyente,

hasta alcanzar los siguientes volumenes totales.

2 a 5 ml para perras <10 Kg (<22lbs)
5 a 10 ml para perras entre 11y 19 Kg (22 a 44 |bs)
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Sobre 20 ml para perras = 20 Kg (>44 Ibs)
v" Inseminacién trans- cervical (ITC) o inseminacion quirdrgica:

1 a 3 ml de semen diluido dependiendo del tamafio de la perra a inseminar.

|CaniPlus chi
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Figura 22. Diluyente CaniPlus Chill (MINITUBE, 2013)

2.5.6. Impacto de la Refrigeracion en la Estructura y Funcién

Espermaéticas

La reducida fertilidad del semen descongelado se atribuye principalmente a
las alteraciones en la estructura y funciéon de la membrana durante los

procesos de refrigeracion, congelacion y descongelacion.

El espermatozoide se hace susceptible al choque térmico en la regién
proximal del cuerpo del epididimo, cuando la gota citoplasmatica se mueve
en direccion a la porcion distal de la pieza intermedia; por tanto, durante la
maduracién del espermatozoide en el epididimo, éste adquiere la motilidad

pero también la susceptibilidad al choque térmico.

Existen evidencias de que el choque térmico y las lesiones irreversibles

asociadas resultan de alteraciones en la organizacion de los lipidos de la
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membrana del espermatozoide o fases de transicion lipidica. A la
temperatura fisiologica, los fosfolipidos de membrana estan en un estado

mas o menos fluido y sus cadenas de acidos grasos son flexibles.

La susceptibilidad al choque térmico varia con las especies, considerandose
los espermatozoides de toro y de cerdo entre los mas sensibles donde se
manifiesta por marcadas alteraciones en el movimiento de iones, con
acumulacién de Ca2+ y pérdidas de K+ y Mg2+. Por el contrario, los
espermatozoides del hombre, aves, perro y conejo no evidencian

alteraciones tan marcadas (Andrade, 2005).

Mer_nt_)rana Wm mﬁ
Refrigerada W ﬁl:lmm
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Recalentada ﬁﬁﬁ ﬁﬁﬁfﬁ?ﬁ
asre MDM] LOUUUyf ann

vemorars T %ﬂﬁﬁﬁﬁ
alterada a 37° C JJ)&LE') J:L D&L Dgg

Figura 23. Alteraciones inducidas por el choque térmico (Andrade, 2005)

Los principales dafios celulares inducidos por la refrigeracion incluyen
alteraciones morfolégicas como ruptura de la membrana plasmatica,
degeneracion acrosomal y lesiones en las mitocondrias. La pérdida de las
propiedades de selectividad en la permeabilidad de la membrana es uno de
los hechos que méas precozmente se producen en el proceso y que como
hemos visto esta asociada a las fases de transicion de los lipidos de la
membrana debidas al choque térmico. Esta pérdida de selectividad puede
observarse mediante tincién intra-celular con colorantes incapaces de

atravesar la membrana cuando ésta permanece intacta.
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La refrigeracion anticipa las modificaciones de la membrana plasméatica que
normalmente se producen durante la capacitacion; observandose un
incremento en la tendencia de las células a mostrar patrones tipicos de los
estadios de capacitacion, cuando son tefiidas con colorantes especificos.
Ademas, el aumento de Ca2+ intracelular durante la refrigeracion contribuye
a las alteraciones de capacitaciéon y al fenbmeno de fusion entre la

membrana plasmatica y acrosomal externa.

2.6. COLORANTES

2.6.1. Eosina G, Solucion al 2% para Tincién Supravital 50ml

0
Eosin G, 2 % LOS;
Lebor:g-‘l'ot-FM ’

Eosin G, 2 % 50"
‘Supravital stai"™ .

Figura 24. Colorante Eosina (MINITUBE, 2013)

Tincién en rojo de las células espermaticas dafiadas o muertas.

2.6.2. Nigrosina, Solucion al 4 % para Tincion Supravital, 50 ml

Permite diferenciar espermatozoides vivos de los muertos en base a la
permeabilidad de membrana a los colorantes vitales. Las células cuya
membrana plasmatica es funcional y por lo tanto conservan la permeabilidad
selectiva, no permiten el paso del colorante y se observan no tefidas. Por el

contrario cuando la membrana plasmatica esta alterada y pierde la
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permeabilidad selectiva, permite el paso del colorante y la célula se observa
tefiida (Ochoa y Torres, 2012).
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Figura 25. Colorante Nigrosina (MINITUBE, 2013)

2.7. TRABAJOS RELACIONADOS

Baquero et al. 2004, evalué de dos diluyentes para la conservacion de
semen canino bajo condiciones de refrigeracion emplearon dos diluyentes
para la conservacion de semen canino bajo condiciones de refrigeracion,
estudiando los efectos del tiempo de almacenamiento, el grado de dilucién y
los niveles de fructosa, sobre la movilidad, morfologia e integridad acrosomal
empleando como diluyentes TRIS-acido citricoyema de huevo o TRIS -
Citrato de Sodio - Yema de huevo, con 1,3 0 1,6 g de fructosa. La evaluacion
del semen fue realizada antes de la dilucion y a las 6, 12, 24, 48, 72y 96 h
de almacenamiento. A las seis horas de almacenamiento no se observo

diferencias significativas (p>0,05) entre los diferentes tratamientos.

Sanchez et al 2006, compar6 del efecto de dos diluyentes sobre la fertilidad
potencial de semen canino refrigerado, se evalu6 el efecto de dos diluyentes
seminales yema de huevo + TRIS (EYT) (365 mOsm/kg, pH 6.8) y leche
descremada fluida UHT (LD) (272 mOsm/kg, pH 6.8). En el semen fresco, la
motilidad progresiva (MP) fue 95.7 + 3.6% Yy la respuesta a HOST de 79.8 £

6.6%. Para comparar el efecto del diluyente sobre la preservacion de la
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fertilidad potencial, se realizaron evaluaciones de MP e integridad de
membrana con HOST a las 24, 48, 72 y 96 horas de refrigeracion del semen,
observandose mayores valores de MP y de espermatozoides dilatados en el
diluyente EYT en todos los tiempos (p<0.05). No obstante, los valores de MP
(>70%) y HOST (>60%) observados en cada uno de los tiempos de
evaluacioén, independiente del tipo de diluyente, superaron los valores
minimos establecidos como adecuados para uso del semen canino

refrigerado en inseminacion artificial.

Hernandez et al. 2004, encontr6 una mayor concentracion de
espermatozoides totales en la cola del epididimo (583.09x106), en
comparacion con cuerpo (136.27 x106) y cabeza (46.23 106), con una
diferencia estadistica (p<0.05) entre ellas. La motilidad espermatica mostro
diferencia estadisticamente significativa entre las regiones (p<0.05), siendo
mejor en la cola del epididimo con un 53.97% en promedio. La morfologia

espermatica normal se observa mejor en la cola del epididimo (68.85%).
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3. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

3.1.1. De Campo

AN N N NN Y U U U N N N N N

Agua destilada

Bozal

Frascos para muestras de orina
Glicerina

Guantes

Lactato de Ringer

Ligas

Mesa

Perros

Semen canino

Toallas desechables

Termo

Termdmetro para tomar la temperatura del agua

Testiculos con epididimos

3.1.2. De Laboratorio

AN NN U N N NN

Agitador

Agua destilada
Alcohol
Algodoén

Bafio Maria
Bisturi

Cajas Petri

Céamara de Neubauer



N N N N N N N N N N N U U U N N U N U N N

Centrifuga

Cloruro de sodio
Colorantes eosina nigrosina
Cubreobjetos

Diluyente CaniPlus Chill
Diluyente CaniPRO
Equipo de diseccion
Filtro

Gradilla

Jeringa de insulina
Jeringas de 10ml

Mandil

Micropipeta

Microscopio

Plantilla térmica
Portaobjetos

Puntas para pipeta de 0,5ul
Refrigeradora

Toallas desechables
Tubos de centrifuga 2 ml
Tubos de ensayo 13mi
Tubos de ensayo 45mi

Yema de huevo

3.1.3. De Oficina

AN N N NN

Céamara
Computadora
Esferografico
Hojas de papel bon
Impresora

Libreta



68

3.2. METODOS

3.2.1. Delimitacién del Area de Estudio

La recoleccion del material seminal mediante la técnica manual y analisis de
las muestras se realizd en el Laboratorio de Reproduccion Animal ubicado
en la Quinta Experimental Punzara de la Universidad Nacional de Loja y la
recoleccion de los testiculos post castracion se llevd a cabo en el Hospital
Docente Veterinario “César Augusto Guerrero” de la Universidad Nacional de
Loja, luego se los transport6 en un termo al laboratorio para su

procesamiento.

Cuadro 2. Caracteristicas meteorolégicas del lugar de estudio

Caracteristica Hoya de Loja

Altitud 2 100 msnm

Extension 1883 Km?

Clima Templado - ecuatorial, Sub humedo

Temperatura | 16 °C

3.2.2. Descripcion de Unidades Experimentales

Se trabajé con un total de 16 UE; ocho UE para la técnica manual y ocho UE
para epididimos post castracion, se consider6 como una unidad
experimental al material seminal de un macho adulto mediante colecta
manual y de epididimos obtenidos post castracion de un macho en edad
reproductiva. La identificacion individual de las unidades experimentales se
realizd escribiendo en el tubo de ensayo, la técnica diluyente y el nombre del

canino, los datos se recogieron en una hoja de registro.



Cuadro 3. Identificacion de perros para colecta manual

Perro Raza Edad Nombre
1 Cocker 6 afos Lucas
2 Bull dog 14 meses Charlie
3 Golden 3 afios Guapo
4 Mestizo 4 afos Rubén
5 Pekinés 5 afios Coqui
6 Yorkshire 3 afos Oso
7 Beagle 3 afos Moca
8 Pinscher 2 afios Pancho

Cuadro 4. Identificacion de perros para castracion

Perro Raza Edad Nombre | Peso Kg

1 Mestizo | 3 afios Paco 22

2 Boxer 1 afio Maison 8

3 Mestizo | 2 afios | Caramelo 9.3
4 Mestizo 6 afios Lobo 19.2
5 Mestizo | 17 meses | Valentin 10.5
6 Mestizo 5 afios Oso 19.5
7 Pekinés | 2 afos Homero 51
8 Frensch | 18 meses | Gasparin 7.5

3.2.3. Descripcion de los Grupos Experimentales

69

Para la colecta manual y la técnica de epididimos post castraciéon se

formaron grupos con cuatro UE cada uno, al primer grupo se le agreg6 el

diluyente CaniPRO mas yema de huevo y segundo grupo el diluyente

CaniPlus Chill, al tercer grupo se le colocé CaniPlus Chill y al cuarto grupo

se le agrego el diluyente CaniPRO méas yema de huevo en total se formaron

cuatro grupos en la investigacion.
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Cuadro 5. Conformacion de los grupos experimentales

Identificacién | Tamafio
Fuentede | _ #
Diluyentes | Tratamientos del grupo de la
colecta UE _
experimental | muestra
ET 4 Grl
Epididimo | 1S (T) 3 8 UE
(E) CaniPRO Gr2
ECh
EyCh 4 Gr3
Manual CaniPlus
(Ey) _ 8 UE
Chill (Ch)
4 Gr4
EyT
16
Total: 2 2 4 4 16 UE
UE

Cuadro 6. Distribucion de los perros en grupos

Grupo 1 | Grupo 2 | Grupo 3 | Grupo 4
Mestizo | Mestizo | Cocker | Pekinés

Mestizo | Boxer | Bull dog | Yorkshire

Pekinés | Mmestizo | Golden | Beagle
Frensch | Mestizo | Mestizo | Pinscher

3.2.4. Descripcion de los Tratamientos

El tratamiento uno estuvo conformado por semen obtenido mediante
epididimos post castraciéon y el diluyente CaniPRO mas yema de huevo, el

tratamiento dos se formo6 con semen obtenido por epididimos post castracion
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y el diluyente CaniPlus Chill, el tratamiento tres lo formaron el semen
conseguido mediante colecta manual diluyente CaniPlus Chill, el tratamiento
cuatro se formd por semen obtenido mediante colecta manual y el diluyente

CaniPRO més yema de huevo.

CaniPlus Chill: Composicion

Agua purificada
Acido citrico
TRIS

Fructosa
Antioxidantes

Componentes propios del fabricante

AN NI N N Y NN

Gentamicina

CaniPRO™ Chill10 + yema de huevo: Composicion

Agua

Citrato de sodio
TRIS

Glucosa
Fructuosa

Componentes propios del fabricante

N N NN SR NEEN

Gentamicina

3.2.5. Procedimiento de Extraccién del Semen

3.2.5.1. Colecta manual del semen

La recoleccién se realiz6 en horas de la mafiana (9:00-10:00) se subié a los

animales a la mesa para poder realizar la extraccion.
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Luego se procedi6 a limpiar el area genital con agua destilada, se secé con
toallas desechables.

Se realiz6 un masaje suave del prepucio con las manos enguantadas y
lubricadas con glicerina, antes de que ocurra la ereccion total del pene se
retrajo el prepucio hacia atras, realizando una presién en la parte caudal del
bulbo peneano; a continuacion se giré el pene en 180° hacia atras haciendo
estimulaciones pulsatiles alrededor y por detras del bulbo peneano, se
colecto el semen en un recipiente de plastico de 100ml.

3.2.5.2. Recuperacion del material seminal del epididimo

Los testiculos recolectados después de la orquiectomia o muerte del animal
se ligaron por el corddn espermatico e inmediatamente se colocaron en un
termo de transporte con Lactato de Ringer a una temperatura de 37°C para

evitar la desecacion y el shock térmico.

Una vez en el laboratorio se separo el epididimo del testiculo con una hoja
de bisturi. A los epididimos se los evalud inmediatamente como maximo de
tiempo una hora, se procedio a eliminar los vasos sanguineos, para evitar la

contaminacién con sangre (espermatica).

Al mismo tiempo se calenté una caja Petri en la plantilla térmica a 37°C con
20ml de cloruro de sodio, luego se cort6 los epididimos y macero dejandolos
reposar por 30 minutos, para reactivar la motilidad de los espermatozoides y
permitir la migracién de los mismos desde los tejidos epididimales hasta el

medio acuoso.

Pasado este tiempo procedimos a filtrar el contenido con un filtro de papel,
luego colocamos en tubos Falcdén a temperatura ambiente 25- 26°C y de
este contenido sacamos una muestra de 20 ul para realizar la evaluacion. El

resto de contenido se centrifugo por 10 minutos dejando sobrenadante para
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luego centrifugar por otros 10 minutos finalmente se realiz6 una evaluacion

microscopica con el sedimento restante.

3.2.6. Evaluacién Seminal

3.2.6.1. Evaluacién macroscoépica

Se evalud las caracteristicas macroscépicas del semen obtenido mediante

colecta manual.

Las variables que se determinaron fueron las siguientes: Volumen, Color,

Olor y Densidad.

a) Volumen

Para conocer el volumen se observo directamente en un tubo de ensayo

graduado.

b) Color

Se determin6 por observacion directa. Se calific6 como gris transparente y

blanco opaco

c) Olor

Se obtuvo mediante el olfato, para lo cual se acercé el tubo colector a la

nariz y se considerd normal un olor sui generis.

d) Densidad

Se la establecié mediante observacion del semen. Se calific6 como acuosa y

cremosa 0 lechosa considerandose bueno un semen con una densidad
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lechoso- cremoso lo que nos da una idea de la concentracion de esperma.

Se calificara como muy buena, buena y suficiente.

3.2.6.2. Evaluacién microscoépica

Se realiz6 la evaluacion microscopica con lente de 40 X y 100 X del semen
colectado manualmente y el obtenido mediante epididimos post castracion.

a) Motilidad masal
Para determinar este parametro se colocdé con una micropipeta 10 ul de
semen en un portaobjetos previamente calentado a 37°C y se observo al

microscopio con lente de 40X.

Se califico de la siguiente manera Segun Tabla de referencia encontrada en
Buritica y col, 2009:

5 muy buena, 4 bueno, 3 regular, 2 pobre, 1 muy pobre 0 muertos.

b) Motilidad individual
Se colocd 10 ul de semen en un portaobjetos precalentado en la plantilla
térmica a 37°C se cubrié con un cubreobjetos y se observé al microscopio
con lente de 40X.

Al microscopio se le coloco la plantilla térmica para mantener la temperatura.

Se calific6 como segun Corrada y col, 2006: 100-80% muy buena, 60-79%

buena, 40-59% regular y menor a 40% pobre.
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c) Concentracion espermatica

En la fase de entrenamiento en el laboratorio se hizo una dilucién 1:100 para
determinar la concentracién, teniendo la dificultad que las muestras estaban
muy diluidas, por lo tanto se trabaj6é con la dilucién 1:10 de semen y agua,
colocando 10ul de semen y 90ul de agua luego se agité y se coloc6é dos
gotas de 10 ul de la dilucién en la cAmara superior e inferior para llenar la
camara de Neubauer se ubicé la cAmara en el microscopio y se observé con
lente de 40x y se contabilizaron los espermatozoides de los cuadros de los

extremos y centro de la camara lado superior e izquierdo.

Se utilizé la siguiente férmula:

Espermatozoides contados

Superficie contada (mm?) x Profundidad de la camara (mm) x dilucién

Superficie contada 5 cuadrados (5 x 0,04 mm2) = 0,2 mm2
Profundidad de la camara = 0,1 mm

Dilucion = 10

El resultado obtenido fue la concentracién espermatica en millones/ml.

d) Morfologia

Para llevar a cabo la evaluacion de la morfologia se evalué 200

espermatozoides por muestra y se obtuvo el porcentaje de anormalidades.

La técnica se llevd a cabo con la tincion eosina nigrosina se colocé en un
extremo del portaobjetos una gota de 10ul de semen y se agregé dos gotas
de eosina y una gota de nigrosina se mezclo y se hizo un extendido con otro

portaobjetos se dejo secar, posteriormente se observo al microscopio con
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lente de 100X.

e) Viabilidad

Para conocer la viabilidad se evalué 200 espermatozoides por muestra y se

determind el porcentaje de espermatozoides vivos y muertos.
Se realizé un extendido de semen y dos gotas de eosina y una gota de
nigrosina y se observé con lente de 100X, los espermatozoides vivos no se
tiferon y los muertos tomaron una coloracion rosada.

3.2.7. Procesamiento del Semen

3.2.7.1. Adicion del diluyente CaniPlus Chill

En un tubo de ensayo con identificacién se coloco 1ml de semen y se agregoé

el diluyente CaniPlus Chill de acuerdo a la concentracion.

Cuadro 7. Volumen de diluyente CaniPlus Chill a afadir.

Concentracion inicial del semen | Proporcidén de semen - diluyente
(10%/ml)

250-750 1+2

750-1250 1+3

>1250 1+4

Fuente: www.minitube.de

3.2.7.2. Adicion del diluyente CaniPRO

Al diluyente CaniPRO™ Chill se le agreg6é 20% de yema de huevo (4 ml)

v" Se obtuvo huevos frescos


http://www.minitube.de/
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v' Se lavo enjuagl y seco los huevos y se los mantuvo en el refrigerador
hasta su utilizacién

v Antes de utilizarlos se los limpi6 con una solucion al 70% de Alcohol y
se dej6 secar al aire

v' Se parti6 los huevos y se separ6 la yema con la membrana intacta
luego se coloco en un trozo de papel plegado

v Se dejé rodar cuidadosamente la yema sobre el papel para retirar los
restos de la clara de huevo.

v' Se perforé la membrana de la yema y se recogio la yema en un vaso.

v' Se agreg6 el volumen exacto de yema de huevo al diluyente con la

ayuda de una pipeta.

Se coloc6é 1 ml de semen en un tubo de ensayo con identificacion y se

agrego diluyente CaniPRO de acuerdo a la concentracion.

Cuadro 8. Volumen de diluyente CaniPRO a afadir

Concentracion inicial del semen | Proporcidén de semen - diluyente
(10%/ml)

250-750 1+3

750-1250 1+4

>1250 1+5

Fuente: www.minitube.de

Luego de colocar el diluyente se dejo a temperatura ambiente por unos
segundos vy luego se colocd el tubo en un vaso de agua para que la
temperatura descienda lentamente y a continuacion se coloca en el

refrigerador a 5°C.

3.2.8. Evaluacion Post Refrigeracion

Se realiz6 la evaluacion de la motilidad individual cada 24 horas post

refrigeracion en los dos diluyentes utilizados: CaniPRO mas yema de huevo
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y CaniPlus Chill.

Se sacé de la refrigeradora una muestra de 10ul se coloc6 en un
portaobjetos previamente calentado se llevo a la plantilla térmica y se cubrid
con un cubreobjetos, luego se observd al microscopio al cual se le coloco

una placa térmica. Se analizaron los siguientes parametros:

Cuadro 9. Horas de evaluacion post refrigerado

M| %
Horas |24 [48 [72 [96 [120 |144 [168 |192 |216 |240 | 264

MI: Motilidad individual

3.2.9. Analisis Estadistico

Se realiz6 un arreglo factorial 2x2 dispuesto en un disefio completamente al

azar con cuatro tratamientos y 4 repeticiones.

La informacion recopilada en las diferentes variables se analizé en cada uno
de los grupos experimentales, se aplico un analisis de varianza ADEVA,

para determinar si hay diferencia estadistica entre los tratamientos.



4. RESULTADOS

Al concluir con la investigacion, cuya finalidad fue evaluar el comportamiento
de los diluyentes CaniPRO y CaniPlus Chill y las fuentes de colecta en
distintos tiempos de refrigeracion se llego a los siguientes resultados.

4.1. EVALUACION DE LA CALIDAD DEL SEMEN PROVENIENTE
DE COLECTA IN VIVO Y DEL EPIDIDIMO.

4.1.1. Calidad del Semen Proveniente de Colectain vivo

Cuadro 10. Resultados de la evaluacion macroscopica del semen obtenido

mediante colecta manual.

Perros VoIrL:]rFen Color | Olor Densidad
1 Lucas 1,00 GrT SG Acuosa
2 Charlie 10,00 Bl Op SG Cremosa
3 Guapo 7,00 GrT SG Acuosa
4 Rubén 4,00 GrT SG Acuosa
5 Coqui 12,00 GrT SG Acuosa
6 Oso 5,00 Bl Op SG Cremosa
7 Moca 3,00 Bl Op SG Cremosa
8 Pancho 1,00 GrT SG Acuosa
PROMEDIO 5,38

Bl. Op: Blanco opaco, Gr T: Gris Transparente, SG: Sui generis

Como apreciamos en el cuadro 10, del semen obtenido mediante colecta
manual en ocho canes y al realizar el analisis macroscopico se obtuvo un
volumen promedio de 5.38 ml; color gris transparente cinco canes que nos
da el 62,5% y blanco opaco tres canes que nos da 37,5%; olor sui generis y
una densidad acuosa en cinco canes que nos da el 62,5% y cremosa tres

canes que nos da 37,5%.
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Cuadro 11. Resultados de la evaluacion del semen por colecta manual.

Perros C.E. X | M. M. % % % Morfologia
108 M. I. \% Normal | Anormal
(millones
spz/ml)

1 Lucas 630 5 90 99,5 97 3
2 Charlie 830 4 80 92,5 68,5 315
3 Guapo 695 5 95 99 97,5 2,5
4 Rubén 600 5 98 95 87,5 12,5
5 Coqui 440 5 90 97 89,5 10,5
6 Oso 1280 5 95 99 92,5 7,5
7 Moca 1610 5 90 98,5 91,5 8,5
8 Pancho 475 5 85 99 84,5 15,5
PROMEDIO 820 5] 90,38 97,44 88,56 11,44

C. E: Concentracion espermatica, M. M: Motilidad masal, M.I: Motilidad
Individual, V: Viabilidad.

En el cuadro 11 podemos ver que al realizar el analisis microscopico
obtuvimos un promedio de concentracion espermatica de 820x10°; motilidad
masal 4,88; motilidad individual de 90,38%; viabilidad de 97,44%; una
normalidad de 88,56 y una anormalidad de 11,44.

4.1.2. Calidad Seminal Proveniente de Epididimos Post Castracion

Cuadro 12. Resultados de la evaluacion del semen obtenido mediante
epididimos post castracion

Perros C.E. X10° |M. M. | % % % Morfologia
(millones M. I. V Normal | Anorma
spz/ml) I

1 Paco 1295 3 80 96 86 14
2 Maison 1285 4 60 99 93,5 6,5
3 Caramelo 450 4 60 99,5 87,5 12,5
4 Lobo 1280 4 90 98,5 85 15
5 Valentin 1190 5 70 99,5 90,5 9,5
6 Oso 380 4 85 99 80 20
7 Homero 610 4 90 98,5 89 11
8 Gasparin 700 4 70 98 85 15
PROMEDIO 898,75 4 75,63 | 98,50 | 87,06 12,94

C. E: Concentracién espermatica, M. M: Motilidad masal, M.l: Motilidad
Individual, V: Viabilidad.
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En el cuadro 12 del semen obtenido mediante epididimos post castracion en
ocho caninos en el andlisis microscopico se obtuvo un promedio de
concentracion espermatica de 898,75x10°; motilidad masal de 4; motilidad
individual de 75,63%; viabilidad de 98,50%; una normalidad de 87,06%; una
anormalidad de 12,94%.

Cuadro 13. Resultados estadisticos de las caracteristicas microscopicas.

Parametros evaluados Gl G2 G3 G4
Motilidad individual 78,75% 72,50 90,752 90,002
Motilidad masal 4,250¢ 3,75¢ 4,752 5,002
Concentracién 720,002 | 1077,502 | 688,752 951,002
% Normales 86,132 88,002 87,632 89,502
% Anormales 13,882 12,002 12,382 10,502
Viabilidad 98,752 08,252 96,502 98,382

(a @b, b, be, ¢) Medias con una letra comin no son significativamente diferentes
(p> 0,05)

El cuadro 13 nos indica que el porcentaje de motilidad individual en el grupo
tres y cuatro no son significativamente diferentes (p> 0,05), a continuacion
se encuentra el uno y en dultimo lugar el dos; la motilidad masal es
estadisticamente superior en el grupo cuatro luego el tres, uno y en cuarto
lugar el dos; en cuanto a la concentracion espermatica, porcentaje de
normales, anormales y viabilidad los grupos no son significativamente
diferentes (p> 0,05).

4.2. CALIDAD DEL SEMEN REFRIGERADO A DISTINTOS TIEMPOS

Se evalud el porcentaje de motilidad individual cada 24 horas del semen

obtenido mediante colecta manual y epididimos post castracion.

El cuadro 14 nos indica el porcentaje de motilidad individual encontrada al

realizar la evaluacion cada 24 horas post refrigeracion.



Cuadro 14. Resultados de la evaluacion del porcentaje de motilidad individual post refrigeracion
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Tratamientos Perros Tiempos de refrigeracion en horas
24h | 48h [ 72h | 96h [ 120h [ 144h [ 168h [ 192h | 216h | 240h | 264h
Valentin 60 | 50 | 40 30 20 | 15 5 1 0 0 0
Oso 75 60 | 45 40 25 15 8 2 0 0 0
T Homero 80 70 60 40 30 15 5 2 0 0 0
Gasparin 60 | 45 | 30 20 10 3 0 0 0 0 0
Paco 75 60 | 45 35 20 10 2 0 0 0 0
Maison 50 | 45 | 35 20 5 1 0 0 0 0 0
T2 Caramelo 50 | 40 | 25 15 5 7 3 0 0 0 0
Lobo 80 | 75 | 60 50 30 15 8 0 0 0 0
Lucas 80 | 70 | 60 50 40 15 5 0 0 0 0
Charlie 90 85 | 80 70 30 5 0 0 0 0 0
13 Guapo 95 | 80 | 70 50 35 5 0 0 0 0 0
Rubeén 70 65 | 50 40 30 15 10 5 0 0 0
Coqui 85 | 80 | 70 68 60 50 45 40 36 20 3
Oso 87 | 85 | 80 75 70 68 65 50 40 35 20
T4 Moca 85 | 80 | 78 75 70 67 60 50 45 30 15
Pancho 95 | 90 | 88 85 82 78 70 60 50 40 25




Cuadro 15. Promedios del % motilidad individual a distintos tiempos post refrigeracion

Tratamiento

Tiempos de refrigeracion en horas
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24h | 48h 72h 96h 120h | 144h | 168h | 192h | 216h | 240h | 264h
Tl 68,75 | 56,25 | 43,75 | 325 | 21,25 12 4,5 1,25 | 0,0 0,0 0,0
T2 63,75 | 55 [41,25] 30 15 825 | 3,25 | 0,0 0,0 0,0 0,0
T3 83,75 | 75 65 52,5 | 33,75 10 3,75 | 125 | 0,0 0,0 0,0
T4 88 | 83,75 79 75,75 ] 70,5 |6575| 60 50 |[42,75 ] 31,25 | 15,75
T1 (ET): Epididimos post castracién y diluyente CaniPRO mas yema de huevo
T2 (E Ch): Epididimos post castracion y diluyente CaniPlus Chill
T3 (Ey Ch): Colecta manual y diluyente CaniPlus Chill
T4 (Ey T): Colecta manual y diluyente CaniPRO méas yema de huevo
100
90
80
70
60 mT1
50
mT2
40
30 mT3
20 mT4
10
0
216h | 240h | 264h

Tiempos de refrigeracién en horas

Figura 26. Porcentajes de motilidad individual evaluacion cada 24 horas.
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La figura 31 a simple vista podemos observar que el tratamiento cuatro es el

mejor.

Cuadro 16. Resultados estadisticos de los promedios de motilidad individual
en los tratamientos

Parametro evaluado Tratamientos
MOt"'ggdh(')”r‘;[s‘“d”a' TL(ET) | T2(ECh) | T3(EyCh) | T4 (EyT)
24h (1 dia) 68,75 bc 63,75 ¢ 83,75 ® 88,00 2
48h (2 dias) 56,25 P 55,00 P 75,002 83,752
72h (3 dias) 43,75°b 41,25%b 65,00 2 79,002
96h ( 4 dias) 32,50¢ 30,00 ¢ 52,50 P 75,752
120h (5 dias) 21,25 bc 15,00 ¢ 33,75°P 70,50 @
144h ( 6 dias 12,00 8,25b 10,00 65,752
168h ( 7 dias) 450°b 3,25b 3,75°b 60,00 @
192h ( 8 dias) 1,25°b 0,00°b 1,250 50,00 @
216h (9 dias) 0,00 b 0,00°b 0,00° 42,752
240h (10 dias) 0,00° 0,00°P 0,00°P 31,252
264h (11dias) 0,00° 0,00° 0,00° 15,752
PROMEDIO 21,84 19,68 29,55 60,23

(& @ b.be, ) Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes
(p>0,05) en la misma fila.

T1 (ET): Epididimos post castracion y diluyente CaniPRO mas yema de
huevo

T2 (E Ch): Epididimos post castracion y diluyente CaniPlus Chill

T3 (Ey Ch): Colecta manual y diluyente CaniPlus Chill

T4 (Ey T): Colecta manual y diluyente CaniPRO mas yema de huevo

El cuadro 16 nos indica que el porcentaje de motilidad individual fue
estadisticamente superior a las 24 horas post refrigeracién en el tratamiento
cuatro seguido por el tratamiento tres, uno y en ultimo lugar el tratamiento
dos; a las 48 y 72 horas post refrigerado los tratamientos cuatro y tres no
son significativamente diferentes (p>0,05); sin embargo estos son

estadisticamente superiores a los tratamientos uno y dos.

Mientras que a las 96 horas el porcentaje de motilidad individual
estadisticamente superior esta en el tratamiento cuatro, en segundo lugar se

ubica el tratamiento tres y en tercer lugar los tratamientos uno y dos los
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cuales no son significativamente diferentes (p>0,05).

A las 120 horas el porcentaje de motilidad individual estadisticamente
superior esta en el tratamiento cuatro, luego el tres, dos y en cuarto lugar el
tratamiento uno, a las 144, 168, 192, 216,240 y 264 horas post refrigerado el
mejor tratamiento es el cuatro seguido del tres, dos y uno los cuales no son
significativamente diferentes (p>0,05). Esto nos permite determinar que el
tratamiento en el cual se observé el mejor porcentaje de motilidad individual
a lo largo del tiempo es el tratamiento cuatro (Ey T) conformado por semen

obtenido mediante colecta manual y el diluyente CaniPRO.

43. CALIDAD DEL SEMEN CON DOS MEDIOS DE
CONSERVACION

Cuadro 17. Porcentaje promedio de motilidad individual por factor fuente de

colecta
Horasu E Ey
evaluacién
fresco 75,630 90,382
24h 66,25 b 85,882
48h 55,63 P 79,38 2
72h 42,50b 72,002
96h 31,25°P 64,13 2
120h 18,13° 52,132
144h 9,630 37,882
168h 3,50°P 31,882
192h 0,63°b 25,632
216h 0,00°P 21,382
240h 0,00 b 15,632
264h 0,00°P 7,882

() Medias con una letra comln no son significativamente diferentes
(p>0,05) en la misma fila.
E: Epididimos, Ey: Manual

El Cuadro 17 nos indica que existe diferencia estadistica significativa en las

fuentes de colecta es decir que la mejor fuente de colecta es la manual.



Cuadro 18. Porcentaje de motilidad individual por factor diluyente

horas T ch
evaluacién
fresco 84,382 81,632
24h 78,382 73,752
48h 70,002 65,00 @
72h 61,382 53,132
96h 54,1332 41,25°
120h 45,88 2 24,38 b
144h 38,88 @ 8,63 P
168h 32,252 3,13°
192h 25,632 0,63°
216h 21,382 0,00°
240h 15,63 2 0,00 °
264h 7,88 2 0,00 °
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(* ®) Medias con una letra comun no son significativamente diferentes
(p>0,05) en la misma fila.
T: CaniPRO mas yema de huevo, Ch: CaniPlus Chill

El Cuadro 18 nos indica que no existe diferencia estadistica (p>0,05) en los
diluyentes a las 24, 48 y 72 horas; a las 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240y
264 horas existe diferencia estadistica significativa en los diluyentes siendo

mejor el CaniPRO mas yema de huevo.



5. DISCUSION

5.1. EVALUACION DE LA CALIDAD DEL SEMEN PROVENIENTE
DE COLECTA IN VIVO Y DEL EPIDIDIMO.

5.1.1. Calidad del Semen Proveniente de Colectain vivo

Las caracteristicas macroscépicas encontradas, en cuanto al volumen medio
fue de 5,38; lo cual es confirmado por (Root Margareth, 2005) quien comenta
gue el volumen normal de semen varia desde 1 a 40 ml; por su parte Corti
(2003) evalu6 10 eyaculados encontrando un volumen de 1 a 4,5ml con un
promedio de 2,4 ml inferior al encontrado.

El color de los 8 eyaculados fue gris transparente en 5 eyaculados y blanco
opaco en tres. Segun Buritica et al, (2009) la muestra de semen idealmente
debe ser clara; sin embargo, el color puede ser translicido o blanco cremoso
en el caso de existir una muy baja 0 muy alta concentracion espermatica
respectivamente. Por su parte Corti (2003) encontr6 que el color de 10
eyaculados fue: blanco, en 8 eyaculados, blanco-opalescente en 1 y a

blanco-amarillento en otro.

El olor de todas las muestras fue calificado como sui generis similar al

encontrado por Altamirano y Pereira (2011).

La densidad encontrada fue acuosa en 5 eyaculados y cremosa en tres.

Segun Cuadra (2012) nos da una idea de la concentracion de esperma.

En cuanto a las caracteristicas microscopicas el porcentaje de vitalidad
espermatica obtenido en promedio fue de 97,44; este valor esta de acuerdo

con los valores de referencia encontrados en Corrada y col (2006) quien



88

comenta que el porcentaje de viabilidad debe alcanzar el 70%. Por su parte
Altamirano y Pereira (2011) obtuvo un promedio de 95; Corti (2003) obtuvo
valores de 82,2 y Alamo y col (2007) 94,2.

Segun Esquivel (2006) la concentracién espermética es de 200 a 1000
millones de espermatozoides por mililitro, considerandose normal para un
perro de tamafio mediano 300 x 10° esp/ml. Otros autores describen
concentraciones que varian entre 200 a mas de 2000 x 10°® esp/ml. Se
considera que la concentracion minima aceptable que debe presentar un
semen para utilizarse en una inseminacién en fresco es de 100 x 10® esp/ml
estos valores coinciden con los encontrados en el estudio que fue de 820 x
106 superior al encontrado por Alamo (2007) de 711.22 x 106 esp/ml e
inferior al encontrado por Altamirano y Pereira (2011) de 932 x 106.

En cuanto a la morfologia el porcentaje de espermatozoides normales fue de
88,56 y el porcentaje de espermatozoides anormales de 11,44; estos valores
estan de acuerdo con los valores de referencia encontrados en Corrada y col
(2006) quien comenta que un semen de buena calidad debe contener mas
de 70% de espermatozoides con morfologia normal y las anormalidades no
deben superar el 30%. Por su parte Alamo (2007) observo valores medios
de anormalidades comprendidos entre 6.7 y 12.0%. Estos valores son
inferiores a los encontrados por Altamirano y Pereira (2011) donde
obtuvieron un promedio de normalidad de 98,5 y de anormalidad de 1,5.
Corti (2003) obtuvo un promedio de normalidad de 81,4% mientras que

Sanchez et al (2006) encontraron valores de 87,7.

En cuanto a la motilidad masal se encontr6 valores promedio de 5, superior
al encontrado en Martinez y col (2009) de 4, tomando en cuenta los valores
de referencia encontrados en Buritica y col (2009) de 5 muy buena, 4 bueno,
3 regular, 2 pobre, 1 muy pobre 0 muertos; se tuvo una calificacion muy

buena.
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En cuanto a la motilidad individual se encontré valores promedio de 90,38
gue segun los valores de referencia Corrada y col, 2006 de 100-80% muy
buena, 60-79% buena, 40-59% regular y menor a 40% pobre, se tuvo un
porcentaje muy bueno; este valor es superior al encontrado por Bonilla y
Ballesteros (2007) de 88,33 y Andrade (2005) de 86,00; e inferiores a los
encontrados por Carlotto (2009) que encontrd valores de 94,8 y similar al
encontrado por Cuadra (2012) de 90-98%.

5.1.2. Calidad de Semen Fresco Obtenido de Epididimos Post

Castracion.

Se encontré un porcentaje promedio de motilidad individual de 74,38 que
segun los valores de referencia Corrada y col, 2006 de 100-80% muy buena,
60-79% buena, 40-59% regular y menor a 40% pobre, se tuvo un porcentaje
bueno; estos valores son superiores a los encontrados por Hernandez et al.
(2004) y recuperados con solucion de Hartmann que fueron de 53,97 Armas

(2009) encontro valores de 79,5 y motilidad progresiva de 55,5.

La concentracién espermatica encontrada fue de 898,75 x 10° ese valor es
apto para ser usado en biotecnologias reproductivas, como es el caso de la
inseminacion artificial en perras donde utilizan 50 a 100 millones de
espermatozoides; Hernandez y et al. (2004) obtuvo un promedio de 583.09 x
108y Antypas et al. (1994) que reportaron una concentracion promedio de
340.5 x 106°.

En cuanto a la motilidad masal se encontré un promedio de 4 considerado
como bueno segun los valores de referencia Buritica y col, 2009 de 5 muy

buena, 4 bueno, 3 regular, 2 pobre, 1 muy pobre 0 muertos.

La viabilidad encontrada fue de 98,50% considerado como de muy buena
calidad segun los valores de referencia encontrados en Corrada y col, 2006

quien comenta que el porcentaje de viabilidad debe alcanzar el 70%.
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La morfologia normal encontrada fue de 87,06 y anormal de 12,94 estos
valores estan de acuerdo con los valores de referencia encontrados en
Corrada y col, 2006 quien comenta que un semen de buena calidad debe
contener mas de 70% de espermatozoides con morfologia normal y las
anormalidades totales no deben superar el 30%. valores son superiores a los
encontrados por Hernandez et al. (2004) quien tuvo una morfologia normal
de 68,84%; e inferiores a los encontrados por Armas (2009) de 89,38%. Hori
et al. (2005) encontraron niveles promedio de anormalidades espermaticas
de 5.6%.

5.2. CALIDAD DEL SEMEN REFRIGERADO A DISTINTOS TIEMPOS

Segun (Alamo, 2007) la motilidad seminal post-refrigeracion es aceptable
cuando alcanza valores del 60-70% tomando esto en cuenta, en nuestro
estudio el tratamiento uno (E T) y dos (E Ch) el porcentaje de motilidad
individual se consideré como aceptable hasta las 24 horas con un promedio
de 68,75 y 63,75 respectivamente esto podria deberse a que el porcentaje
de motilidad individual en fresco que tuvieron las muestras que se incluyeron

en los tratamientos fue de 78,75y 72,50.

El tratamiento tres (Ey Ch) tuvo un porcentaje de motilidad individual
aceptable hasta las 72 horas con un promedio de 65,00 y el tratamiento
cuatro (Ey T) se considerd aceptable el porcentaje de motilidad individual
hasta las 168 horas con un promedio de 60,00 esto pudo deberse a que el
porcentaje de motilidad en fresco fue de 90,75 en el tratamiento tres y 90,00

para el cuatro.

En este estudio el tratamiento uno epididimos mas CaniPRO a los 96 horas
el porcentaje de motilidad bajo a 32,5% y en el tratamiento dos epididimos
CaniPlus Chill disminuyé a 30,0%; el tratamiento tres manual y CaniPlus
Chill 120 horas el porcentaje de motilidad individual descendi6 a 33,8%, el

tratamiento cuatro manual y CaniPRO a las 240 horas bajé a 31,3%;
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a las 216 horas el tratamiento uno y tres todos los espermatozoides
murieron; en el tratamiento dos a las 192 horas y en el tratamiento cuatro a

las 264 horas el porcentaje de motilidad individual llegé a 15,8.

Los primeros trabajos publicados sobre conservacién del eyaculado de perro
mediante refrigeraciéon son de 1952 Brochart y Coulomb, mientras que el
primer registro de inseminacion artificial exitosa con semen diluido y
refrigerado data de 1954 Harrop. Con los valores encontrados podemos
decir que se pueden utilizar espermatozoides epididimarios y obtenidos por
la técnica manual en inseminacion artificial en caninos de gran valor

genético.

5.3. CALIDAD DEL SEMEN CON DOS MEDIOS DE
CONSERVACION

En la presente investigacion a las 24, 48, 72 y 96 horas no se encontro
diferencia estadistica significativa (>0,005) entre los dos diluyentes utilizados
CaniPRO mas yema de huevo y CaniPlus Chill, de las 120 a 264 horas post
refrigerado existe diferencia estadistica significativa (<0,005) entre los
diluyentes usados observandose a las 120 horas (5 dias) que el diluyente
CaniPlus Chill comenz6 a descender mas rapidamente el porcentaje de
motilidad individual esto podria deberse a que la motilidad individual en
fresco y alas 24 horas de refrigeracion fue de 81, 63; 84,38y 73,75; 78,38
respectivamente en el diluyente CaniPlus Chill y CaniPRO ademas que a
este Ultimo diluyente se le adicion6 la yema de huevo lo que ayudo a

conservar la motilidad por mayor tiempo.

Kampschmidt y col. (1953) precisaron que la yema de huevo contribuia
beneficiosamente de dos maneras distintas: por resistencia, protegiendo
contra el choque térmico y por conservacién, consiguiendo la supervivencia

del espermatozoide.
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En cuanto a la fuente de colecta se consider6 como apto el semen obtenido
por colecta de epididimos hasta las 24 horas con un promedio de 66,25 y
manual hasta las 96 horas con un promedio de 64,13 existiendo diferencia
estadistica significativa (<0,005) en la colecta manual y de epididimos por lo
cual se pudo determinar que la mejor fuente de colecta fue la manual esto
podria deberse al tiempo que transcurrié entre la castracion y la evaluacién
seminal y el bajo porcentaje de motilidad en fresco de 75,63 en
comparacién con el obtenido en la colecta manual de 90,38.

Andrade (2005) evalué la motilidad total (MT) y progresiva (MP) post
refrigeracion usando el diluyente tris, fructuosa y acido citrico obteniendo los
siguientes resultados a las 24 horas MT 92, 07 y MP 59,97; a las 48 horas
MT 84, 93 MP 49,92 a las 72 horas MT 80,68 y MP 35,76 a las 96 horas MT
67,51 MP 27,89 y a las 168 horas MT 51,33 MP 32,00 estos valores no
coinciden con los encontrados en nuestro estudio el tratamiento tres a las 24
horas 83,75; a las 48 horas 75; a las 72 horas 65; a las 96 horas 52,5; a las
168 horas 3,75.



6. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados de la investigacion se puede realizar las

siguientes conclusiones:

v

Las muestras obtenidas de los epididimos y diluidas con CaniPRO
mas yema de huevo y CaniPlus Chill fueron Optimas para

inseminacién hasta las 24 horas post refrigeracion.

Las muestras de semen obtenidas mediante colecta manual y diluidas
con CaniPRO méas yema de huevo fueron recomendables para la

inseminacion hasta las 168 horas.

Las muestras de semen obtenido mediante colecta manual y diluidas

con CaniPlus Chill estuvieron 6ptimas hasta las 96 horas.

La mejor fuente de colecta fue la manual ya que se obtuvieron

mayores porcentajes de motilidad individual.

El mejor diluyente fue el CaniPRO mas yema de huevo ya que pudo

conservar el semen por mayor tiempo.



7. RECOMENDACIONES

Los resultados de la investigacion permiten realizar las siguientes

recomendaciones:

v' Si se requiere almacenar el semen por mayor tiempo se recomienda

utilizar el diluyente CaniPRO mas yema de huevo.

v' Se recomienda utilizar muestras de semen con una buena calidad
espermatica para refrigerar ya que podran ser almacenadas por mas

tiempo.

v Evitar cambios de temperatura.

v Si se va a refrigerar semen proveniente de los epididimos se
recomienda que el tiempo entre la castracion y la refrigeracion sea lo

mas corto posible.

v' Se recomienda lavar el prepucio antes de la colecta para evitar la

contaminacion del semen.

v' Se recomienda realizar la colecta de semen manual en un lugar

tranquilo sin ruido para evitar que el can se ponga nervioso.
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9. ANEXOS

9.1. FOTOS

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA AGROPECUARIA'Y DE RECURSOS NATURALES
RENOVABLES
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

“Evaluacién de la calidad seminal en fresco y refrigerado del semen de
perro (Canis familiaris) proveniente de colecta in vivo y en epididimos

post castracion”

9.1.1. Colecta Manual

Figura 27. Golden Retriever Figura 28. Yorkshire
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Figura 29. Cocker Figura 30. Beagle

Figura 31. Bulldog Figura 32. Pekinés

Figura 33. Evaluacion del volumen y color
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Figura 34. Evaluacion microscépica Figura 35. Morfologia

Figura 36. Concentracion Figura 37. Viabilidad

9.1.2. Epididimos Castracion

Figura 38. Castracion
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Figura 41. Centrifugacion del semen Figura 42. Bafio Maria

Figura 43. Evaluacion Motilidad individual
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9.1.3. Preparacioén del Diluyente CaniPRO

Figura 44. Diluyente CaniPRO Figura 45. Yema de huevo

9.1.4. Evaluacién Post Refrigeracion Cada 24 Horas

Figura 46. Semen en refrigeracion Figura 47. Motilidad individual
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Figura 48. Visitas de campo al lugar de investigacion

9.2. ANALISIS DE VARIANZA Y PRUEBA DE DUNCAN DE LAS
CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS EN FRESCO

9.2.1. Motilidad Individual

N° Animal T1 T2 T3 T4
1 70 80 90 90
2 85 60 95 90
3 90 60 98 85
4 70 90 80 95

TOTAL 315 290 | 363 | 360

PROMEDIO | 157,50 | 72,50 | 90,75 | 90,00

CV: 12,20

Analisis de varianza del % de motilidad individual

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamientos | 949,50 3 3,09 9,30 | 0,0680
Error 1230,50 | 12 | 102,54

Total 2180,00 | 15




Duncan Alfa=0,05

Error: 102,5417 gl: 12
Tratamientos | Medias | n | E.E.
3 90,75 4 | 506 |A
4 90,00 4 | 506 |A
1 7875 | 4 | 506 |[A B
2 7250 | 4 | 506 B
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05)

9.2.2. Motilidad Masal

CV: 9,76

N Animal | T2 | T2 | T3 | T4
1| 5 3 5 5
2] 4 4 4 5
3| 4 4 5 5
4| 4 4 5 5

TOTAL 17 | 15 | 19 | 20

PROMEDIO | 4,25 | 3,75 | 4,75 | 5,00

Andlisis de varianza para la variable motilidad masal

F.V. SC gl | CM F p-valor
Tratamientos | 3,69 3 | 1,23 | 6,56 | 0,0071
Error 2,25 | 12 | 0,19
Total 594 | 15




Duncan Alfa=0,05

Error: 0,1875 gl: 12
Tratamientos | Medias | n | E.E.
4 5,00 4 | 0,22 | A
3 4,75 4 0,22 |A
1 425 | 4 | 022 B C
2 375 | 4 | 022 C
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05)

9.2.3. Concentracién Espermatica

N° Animal | T1 T2 T3 T4
1| 1190 1295 630 440
2] 380 1285 830 1280
3| 610 450 695 1610
41 700 1280 600 475
TOTAL 2880 4310 2755 | 3805
PROMEDIO | 720,00 | 1077,50 | 688,75 | 951,25

Andlisis de varianza para la concentracion espermatica

F.V. SC gl |CM F p-valor
Tratamientos | 418231,25 | 3 | 139410,42 | 0,86 | 0,4862
Error 1935662,50 | 12 | 161305,21

Total 2353893,75 | 15

CV: 46,73



Duncan Alfa=0,05

Error: 161305,2083 gl: 12
Tratamientos | Medias | n E.E.
2 1077,50 | 4 | 200,81 | A
4 951,25 4 120081 | A
1 720,00 | 4 |20081|A
3 688,75 | 4 | 200,81 | A
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05)

9.2.4. Espermatozoides Normales

CV: 8,69

Andlisis de varianza para % de espermatozoides normales

N° Animal | T1 T2 T3 T4
1] 905 86 97 89,5
2| 80 93,5 | 685 | 925
3| 89 87,5 | 975 | 915
4| 85 85 87,5 | 84,5
TOTAL 344,5| 352 | 350,5| 358
PROMEDIO | 86,13 | 88,00 | 87,63 | 89,50

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamientos 23,06 3 7,69 0,13 | 0,9392
Error 698,88 12 58,24
Total 721,94 15




Duncan Alfa=0,05

Error: 58,2396 gl: 12
Tratamientos | Medias | n E.E.
4 89,50 4 | 382 |A
2 88,00 4 | 382 |A
3 87,63 4 | 382 |A
1 86,13 | 4 | 382 |A
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05)

9.2.5. Espermatozoides Anormales

N° Animal | T1 T2 T3 T4
1 9,5 14 310,55
2 20 65| 31,5| 7,5
3 11| 125 25| 85
4 15 15| 12,5]155

TOTAL 55,50 48 | 495 | 42

PROMEDIO | 13,88 | 12,00 | 12,38 | 10,5

CV: 62,62

Andlisis de varianza para % de espermatozoides anormales

F.V. SC gl |CM F p-valor
Tratamiento | 23,06 3 | 7,69 0,13 | 0,9392
Error 698,88 12 | 58,24

Total 721,94 15




Duncan Alfa=0,05

Error: 58,2396 gl: 12
Tratamiento | Medias | n | E.E.
1 13,88 4 | 3,82 | A
3 12,38 4 | 3,82 |A
2 12,00 4 | 3,82 | A
4 1050 | 4 | 3,82 [A
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05)

9.2.6. Viabilidad Espermatica

N° Animal | T1 T2 T3 T4
1] 995 96 99,5 97
21 99 99 92,5 99
3] 985 | 99,5 99 98,5
4| 98 98,5 95 99
TOTAL 395 | 393 | 386 |393,5
PROMEDIO | 98,75 | 98,25 | 96,50 | 98,38

CV: 1,97

Andlisis de varianza para % de viabilidad

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamiento | 12,05 | 3 | 4,02 | 1,08 | 0,3951
Error 44,69 | 12 | 3,72
Total 56,73 | 15




Duncan Alfa=0,05

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05)

9.3.

Error: 3,7240 gl: 12
Tratamiento | Medias | n | E.E.
1 98,75 4 1096 |A
4 98,38 4 | 096 |A
2 9825 | 4 | gog |A
3 96,50 4 | 096 |A

CALIDAD DEL SEMEN POST REFRIGERACION

9.3.1. % de Motilidad Individual a las 24 Horas Post Refrigeracion

Fuente de colecta Fuente de colecta
N° Animal (E) (Ey)
T Ch Ch T
1| 60 75 80 85
2| 75 50 90 87
3| 80 50 95 85
4| 60 80 70 95
Total 275 255 335 352
Promedio | 68,75 63,75 83,75 88
Fuente de Total | Promedio Diluyente Total | Promedio
colecta
E 530 66,25 T 627 78,375
Ey 687 85,875 CH 590 73,75

E: Epididimos, Ey: Manual, T: CaniPRO, Ch: CaniPlus Chill

CV: 14,82




Anédlisis de varianza

FV GL SC CM F p-valor
Tratamientos 3 | 1626,69 542,23 427 0,0287
Fuentes de colecta| 1 | 1540,56 | 1540,56 12,13 | 0,0045
Diluyentes 1 85,56 85,56 0,67 |0,4278
FXD 1 0,56 0,56 4, 4E-03 | 0,9480
Error 12 | 1524,25 127,02
Total 15 | 3150,94

Prueba de Duncan
Fuente de colecta
Error: 127,02 gl: 12
Fuente de colecta | Medias n E.E.
Ey 85,88 8 3,98 A
E 66,25 8 3,98 B
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Diluyente
Error: 127,02 gl: 12
Diluyentes Medias n E.E.
T 78,38 8 398 [A
CH 73,75 8 398 |[A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Tratamientos

Error: 127,02 gl: 12

Tratamientos | Medias | n E.E.
4 88 4 564 | A
3 83,75 4 564 | A B
1 68,75 4 5,64 B C
2 63,75 4 5,64 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)
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9.3.2. % de Motilidad Individual a las 48 Horas Post Refrigeracién

Fuente de colecta Fuente de colecta
N° Animal (E) (Ey)
T Ch Ch T
1 50 60 70 80
2 60 45 85 85
3 70 40 80 80
4 45 75 65 90
Total 225 220 300 335
Promedio | 56,25 55 75| 83,75
Fuente de Total | Promedio Diluyente Total | Promedio
colecta
E 445 55,63 T 560 70,0
Ey 635 79,38 Ch 520 65,0
E: Epididimos, Ey: Manual, T: CaniPRO, Ch: CaniPlus Chill
CV: 16,21
Analisis de varianza
FV GL SC CM F p- valor
Tratamientos 3 241250 | 804,17 | 6,71 | 0,0065
Fuentes de colecta| 1 | 2256,25 | 2256,25 | 18,83 | 0,0010
Diluyentes 1 | 100,00 | 100,00 | 0,83 | 0,3789
FXD 1 56,25 56,25 0,47 | 0,5062
Error 12 | 1437,50 | 119,79
Total 15 | 3850,00
Prueba de Duncan
Fuente de colecta
Error: 119,7917 gl: 12
Fuente de colecta | Medias n E.E.
Ey 79,38 8 3,87 A
E 55,63 8 3,87 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)
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Diluyente
Error: 119,7917 gl: 12
Diluyente | Medias n E.E.
T 70,00 8 3,87 A
Ch 65,00 8 3,87 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Tratamientos
Error: 119,7917 gl: 12

Tratamientos Medias | n E.E.
4 83,75 4 547 | A
3 75,00 4 547 | A
1 56,25 4 5,47 B
2 55,00 4 5,47 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

9.3.3. % Motilidad Individual a las 72 Horas Post Refrigeracion

Fuente de colecta Fuente de colecta
N° Animal (E) (Ey)
T Ch Ch T

1 40 45 60 70

2 45 35 80 80

3 60 25 70 78

4 30 60 50 88
Total 175 165 260 316
Promedio | 43,75 41,25 65 79
Fuente de Total | Promedio Diluyente Total Promedio
colecta

E 340 42,5 T 491 61,375

Ey 576 72 Ch 425 53,125

E: Epididimos, Ey: Manual, T: CaniPRO, Ch: CaniPlus Chill

CV: 21,40



Anédlisis de varianza
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FV GL SC CM F p-valor
Tratamientos 3 | 3885,50|1295,17 | 8,63 | 0,0025
Fuentes de colecta| 1 | 3481,00 | 3481,00 | 23,19 | 0,0004
Diluyentes 1 | 272,25 | 272,25 | 1,81 | 0,2030
FXD 1 | 132,25 | 132,25 | 0,88 | 0,3665
Error 12 | 181,50 | 150,13
Total 15 | 5687,00

Prueba de Duncan
Fuente de colecta
Error: 150,1250 gl: 12
Fuente de colecta | Medias n E.E.
Ey 72,00 8 4,33 A
E 42 50 8 4,33 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Diluyentes
Error: 150,1250 gl: 12
Diluyentes | Medias n E.E.
T 61,38 8 4,33 A
Ch 53,13 8 4,33 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Tratamientos

Error: 150,1250 gl: 12

Tratamientos | Medias | n E.E.
4 79,00 4 6,13 | A
3 65,00 4 6,13 | A
1 43,75 4 6,13 B
2 41,25 4 6,13 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)
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9.3.4. % de Motilidad Individual a las 96 Horas Post Refrigeracion

Fuente de colecta Fuente de colecta
N° Animal (E) (Ey)
T Ch Ch T
1 30 35 50 68
2 40 20 70 75
3 40 15 50 75
4 20 50 40 85
Total 130 120 210 303
Promedio | 32,5 30 52,5 75,75
Egg::ttzde Total Promedio Diluyente Total Promedio
E 250 31,25 T 433 54,125
Ey 513 64,125 Ch 330 41,25

E: Epididimos, Ey: Manual, T: CaniPRO, Ch: CaniPlus Chill

CV: 24,57
Andlisis de varianza

FV GL SC CM F p-valor
Tratamientos 3 |5416,69 | 1805,56 | 13,16 | 0,0004
Fuentes de colecta | 1 |4323,06 | 4323,06 | 31,50 | 0,0001
Diluyentes 1 | 663,06 | 663,06 | 4,83 | 0,0483
FXD 1 | 4030,56 | 4030,56 | 3,14 | 0,1019
Error 12 | 1646,75 | 137,23
Total 15 | 7063,44

Prueba de Duncan

Fuente de colecta

Error: 137,2292 gl: 12

Fuente de colecta Medias n E.E.
Ey 64,13 8 414 A
E 31,25 8 414 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)
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Diluyente
Error: 137,2292 gl: 12
Diluyentes | Medias n E.E.
T 54,13 8 4,14 A
Ch 41,25 8 4,14 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Tratamientos

Error: 137,2292 gl: 12

Tratamientos | Medias | n E.E.
4 75,75 4 5,86 A
3 52,50 4 5,86 B
1 32,50 4 5,86 C
2 30,00 4 5,86 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

9.3.5. % de Motilidad Individual a las 120 Horas Post Refrigeracion

Fuente de colecta Fuente de colecta
N° Animal (E) (Ey)
T Ch Ch T
1 20 20 40 60
2 25 5 30 70
3 30 5 35 70
4 10 30 30 82
Total 85 60 135 282
Promedio 21,25 15 33,75 70,5
Fuente de Total | Promedio Diluyente Total | Promedio
colecta
E 145 18,125 T 367 45,875
Ey 417 52,125 Ch 195 24,375

E: Epididimos, Ey: Manual, T: CaniPRO, Ch: CaniPlus Chill

CV: 25,73



Anédlisis de varianza

FV GL SC CM F P-valor
Tratamientos 3 | 7403,25 | 2467,75 | 30,20 | <0,0001
Fuentes de colecta| 1 | 4624,00 | 4624,00 | 56,59 | <0,0001
Diluyentes 1 |1849,00 | 1849,00 | 22,63 | 0,0005
FXD 1 | 930,25 | 930,25 | 11,39 | 0,0055
Error 12 | 980,50 81,71
Total 15 | 8383,75

Prueba de Duncan
Fuente de colecta
Error: 81, 7083 gl: 12
Fuente de colecta | Medias n E.E.
Ey 52,13 8 3,20 A
E 18,13 8 3,20 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Diluyente
Error: 81, 7083 gl: 12
Diluyentes | Medias n E.E.
T 45,88 8 3,20 A
Ch 24,38 8 3,20 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Tratamientos

Error: 81, 7083 gl: 12

Tratamientos | Medias n E.E.
4 70,50 4 452 | A
3 33,75 4 4,52 B
1 21,25 4 4,52 B C
2 15,00 4 452 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)
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9.3.6. % de Motilidad Individual a las 144 Horas Post Refrigeracion

Fuente de colecta Fuente de colecta
N° Animal (E) (Ey)
T Ch Ch T
1 15 10 15 50
2 15 1 5 68
3 15 3 5 67
4 3 15 15 78
Total 48 29 40 263
Promedio 12 7,25 10 65,75
Fuente de . . i
colecta Total | Promedio Diluyente Total | Promedio
E 77 9,625 T 311 38,875
Ey 303 37,875 Ch 69 8,625
E: Epididimos, Ey: Manual, T: CaniPRO, Ch: CaniPlus Chill
CV: 33,01
Analisis de varianza
FV GL SC CM F p-valor
Tratamientos 3 | 9453,50 | 3151,17 | 51,27 | <0,0001
Fuentes de colecta| 1 | 3192,25 | 3192,25 | 51,94 | <0,0001
Diluyentes 1 | 3660,25 | 3660,25 | 59,56 | <0,0001
FXD 1 | 2601,00 | 2601,00 | 42,32 | <0,0001
Error 12 | 737,50 61,46
Total 15 | 10191,00
Prueba de Duncan
Fuente de colecta
Error: 6145,83 gl: 12
Fuente de colecta Medias n E.E.
Ey 37,88 8 2,77 A
E 8,63 8 2,77 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)



Diluyentes
Error: 6145,83 gl: 12
Diluyentes | Medias n E.E.
T 38,88 8 2,77 A
Ch 8,63 8 2,77 B
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Tratamientos

Error: 6145,83 gl: 12

Tratamientos | Medias | n E.E.
4 65,75 4 3,92 | A
1 12,00 4 3,92 B
3 10,00 4 3,92 B
2 7,25 4 3,92 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

9.3.7. % de Motilidad Individual a las 168 Horas Post Refrigeracion

Fuente de colecta Fuente de colecta
N° Animal (E) (Ey)
T Ch Ch T
1 5 2 5 45
2 8 0 0 65
3 5 0 0 60
4 0 8 10 70
Total 18 10 15 240
Promedio 4.5 2,5 3,75 60
Fuente de Total | Promedio Diluyente Total | Promedio
colecta
E 28 3,5 T 258 32,25
Ey 255 31,875 Ch 25 3,125

E: Epididimos, Ey: Manual, T: CaniPRO, Ch: CaniPlus Chill

CV: 36,30
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Anédlisis de varianza

FV GL SC CM F p-valor
Tratamientos 3 | 9556,69 | 3185,56 | 77,26 | <0,0001
Fuentes de colecta| 1 | 3220,56 | 3220,56 | 78,11 | <0,0001
Diluyentes 1 | 3393,06 | 3393,06 | 82,30 | <0,0001
FXD 1 | 2943,06 | 2943,06 | 71,38 | <0,0001
Error 12 | 494,75 41,23
Total 15 | 10051,44

Prueba de Duncan

Fuente de colecta

Error: 41, 2292 gl: 12

Fuente de colecta Medias n E.E.
Ey 31,88 8 2,27 A
E 3,50 8 2,27 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Diluyente
Error: 41, 2292 gl: 12
Diluyente Medias n E.E.
T 32,25 8 2,27 A
Ch 3,13 8 2,27 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Tratamientos

Error: 41, 2292 gl: 12

Tratamientos Medias n E.E.
4 60,00 4 3,21 A
1 4,50 4 3,21 B
3 3,75 4 3,21 B
2 2,50 4 3,21 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)



9.3.8. % de Motilidad Individual a las 192 Horas Post Refrigeracion

Fuente de colecta Fuente de colecta
N° Animal (E) (Ey)
T Ch Ch T
1 1 0 0 40
2 2 0 0 50
3 2 0 0 50
4 0 0 5 60
Total 5 0 5 200
Promedio 1,25 0 1,25 50
Fuente de . . i
colecta Total | Promedio Diluyente Total Promedio
E 5 0,625 T 205 25,625
Ey 205 25,625 Ch 5 0,625
E: Epididimos, Ey: Manual, T: CaniPRO, Ch: CaniPlus Chill
CV: 32,73
Analisis de varianza
FV GL SC CM F p-valor
Tratamientos 3 | 7256,25 | 2418,75 | 131,04 | <0,0001
Fuentes de colecta| 1 | 2500,00 | 2500,00 | 135,44 | <0,0001
Diluyentes 1 | 2500,00 | 2500,00 | 135,44 | <0,0001
FXD 1 | 2256,25 | 2256,25 | 122,23 | <0,0001
Error 12 | 221,50 18,46
Total 15 | 7477,75
Prueba de Duncan
Fuente de colecta
Error: 18,4583 gl: 12
Fuente de colecta Medias n E.E.
Ey 25,63 8 1,52 A
E 0,63 8 1,52 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)



Diluyente
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Error: 18,4583 gl: 12
Diluyentes | Medias n E.E.
T 25,63 8 1,52 A
Ch 0,63 8 1,52 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Tratamientos

Error: 18,4583 gl: 12

Tratamientos | Medias n E.E.
4 50,00 4 2,15 |A
1 1,25 4 2,15 B
3 1,25 4 2,15 B
2 0,00 4 |2,15 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

9.3.9. % de Motilidad Individual a las 216 Horas Post Refrigeracion

N° Animal | Fuente de colecta Fuente de colecta
(E) (Ey)
T Ch Ch T

1 0 0 0 36

2 0 0 0 40

3 0 0 0 45

4 0 0 0 50
Total 0 0 0 171
Promedio 0 0 0 42,75
Fuente de Total | Promedio Diluyente Total | Promedio
colecta

E 0 21,375 T 171 21,375

Ey 171 0 Ch 0 0

E: Epididimos, Ey: Manual, T: CaniPRO, Ch: CaniPlus Chill

CV: 28,43



Anédlisis de varianza

FV GL SC CM F p-valor
Tratamientos 3 |5482,69 | 1827,56 | 198,02 | <0,0001
Fuentes de colecta| 1 |1827,56 | 1827,56 | 198,02 | <0,0001
Diluyentes 1 |1827,56 | 1827,56 | 198,02 | <0,0001
FXD 1 |1827,56 | 1827,56 | 198,02 | <0,0001
Error 12 | 110,75 9,23
Total 15 | 5593,44

Prueba de Duncan
Fuente de colecta
Error: 9, 2292 gl: 12
Fuente de colecta | Medias n E.E.
Ey 21,38 8 1,07 A
E 0,00 8 1,07 B

125

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Diluyentes
Error: 9, 2292 gl: 12
Diluyentes | Medias n E.E.
T 21,38 8 1,07 A
Ch 0,00 8 1,07 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Tratamientos

Error: 9, 2292 gl: 12

Tratamientos | Medias n E.E.
4 42,75 4 1,52 | A
1 0 4 1,52 B
3 0 4 1,52 B
2 0 4 1,52 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)



9.3.10. % de Motilidad Individual a las 240 Horas Post Refrigeracion

N° Animal Fuente de colecta Fuente de colecta
(E) (By)
T Ch Ch T
1 0 0 0 20
2 0 0 0 35
3 0 0 0 30
4 0 0 0 40
Total 0 0 0 125
Promedio 0 0 0 31,25
Fuente de | Total Promedio Diluyente | Total | Promedio
colecta
E 0 0 T 125 15,625
Ey 125 15,625 Ch 0 0
E: Epididimos, Ey: Manual, T: CaniPRO, Ch: CaniPlus Chill
CV: 54,55
Analisis de varianza
FV GL SC CM F p-valor
Tratamientos 3 12929,69 | 976,56 | 53,57 | <0,0001
Fuentes de colecta| 1 | 976,56 | 976,56 | 53,57 | <0,0001
Diluyentes 1 | 976,56 | 976,56 | 53,57 | <0,0001
FXD 1 | 976,56 | 976,56 | 53,57 | <0,0001
Error 12 | 218,75 | 18,23
Total 15 | 3148,44
Prueba de Duncan
Fuente de colecta
Error: 18,2292 gl: 12
Fuente de colecta Medias n E.E.
Ey 15,63 8 1,51 A
E 0,00 8 1,51 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)
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Diluyentes
Error: 18,2292 gl: 12
Diluyentes | Medias n E.E.
T 15,63 8 1,51 A
Ch 0,00 8 151 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Tratamientos

Error: 18,2292 gl: 12

Tratamientos | Medias | n E.E.
4 31,25 4 2,13 A
1 0 4 2,13 B
3 0 4 2,13 B
2 0 4 2,13 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

9.3.11. % de Motilidad Individual a las 264 Horas Post Refrigeracidon

Fuente de colecta Fuente de colecta
N° Animal (E) (Ey)
T Ch Ch T
1 0 0 0 3
2 0 0 0 20
3 0 0 0 15
4 0 0 0 25
Total 0 0 0 63
Promedio 0 0 0 15,75
Fuente de Total Promedio Diluyente Total | Promedio
colecta
E 0 0 T 63 7,875
Ey 63 7,875 Ch 0 0

E: Epididimos, Ey: Manual, T: CaniPRO, Ch: CaniPlus Chill

CV: 119,74



Anédlisis de varianza

FV GL SC CM F p-valor
Tratamientos 3 | 744,19 | 248,06 | 11,16 | 0,0009
Fuentes de colecta| 1 | 248,06 | 248,06 | 11,16 | 0,0059
Diluyentes 1 | 248,06 | 248,06 | 11,16 | 0,0059
FXD 1 | 248,06 | 248,06 | 11,16 | 0,0059
Error 12 | 266,75 | 22,23
Total 15 | 1010,94

Prueba de Duncan
Fuente de colecta
Error: 22,2292 gl: 12
Fuente de colecta Medias n E.E.
Ey 7,88 8 1,67 A
E 0,00 8 1,67 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Diluyentes
Error: 22,2292 gl: 12
Diluyentes Medias n E.E.
T 7,88 8 1,67 A
Ch 0,00 8 1,67 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

Tratamientos

Error: 22,2292 gl: 12

Tratamientos | Medias | n E.E.
4 15,75 4 2,37 A
1 0 4 2,37 B
3 0 4 2,37 B
2 0 4 2,37 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)



