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“ESTUDIO DE DOS METODOS DE COLECTA DE
ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS EN TOROS POST

MORTEM”



RESUMEN

El propdsito de este estudio fue evaluar dos protocolos de lavado retrogrado
y desmenuzamiento del epididimo para la obtencion de semen de toros post
mortem, determinando el tiempo desde que fueron sacrificados, hasta la
obtencion del esperma en el laboratorio y periodos de almacenamiento en
refrigeracion, sobre él porcentaje de motilidad individual. Se utilizaron los
testiculos de 50 toros en edad reproductiva, se dividio el nimero de UE
(Protocolo 1: n=25; Protocolo 2: n=25); a su vez cada protocolo se subdividio
en cinco grupos (2, 4, 8, 10, 24 horas). La evaluaciéon de la calidad seminal
se realiz6 en fresco y cada 24 horas post refrigeracion por 5 dias; la
informacion obtenida se analizO mediante Estadistica Descriptiva y para el
Andlisis de Varianza se utiliz6 el test de Tukey para establecer diferencia
estadistica entre promedios. Los resultados obtenidos indican que no hubo
diferencia significativa (p>0.05) entre los dos protocolos. A 24 h post
refrigeracion existe diferencia estadistica significativa (p<0.05), entre los

grupos de su respectivo protocolo.

Palabras clave: espermatozoide, epididimo, toro, post mortem.
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SUMMARY

The purpose of this study was to evaluate two protocols retrograde flushing
and maceration of the epididymis in order to obtain semen from post mortem
bulls, which took into account the time from when they were slaughtered to
when the sperm was obtained in the laboratory and the period of refrigerated
storage against the percentage of individual motility. Testicles from 50 bulls
in the reproductive stage were used, the number of EU (Protocol 1: n = 25;
Protocol 2: n = 25) was divided. Each protocol in turn was subdivided into
five groups (2, 4, 8, 10, 24 hours). Evaluation of semen quality was
performed on fresh semen and every 24 hours post cooling for 5 days; the
information obtained was analyzed using descriptive statistics and the Tukey
test was used for the variance analysis to establish the statistical difference
between the averages. The results showed no significant statistical difference
(p> 0.05) between the two protocols. At 24h post cooling a statistically
significant difference manifested (p <0.05) between the groups of each

respective protocol.

Keywords: sperm, epididymis, bull, post mortem.
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1. INTRODUCCION

La recoleccidbn de semen de toros mediante la utilizacion de métodos
convencionales, como la vagina artificial y el electro-eyaculador, ha permitido
el establecimiento de bancos de germoplasma provenientes de machos
reproductores seleccionados. Por otro lado, es importante establecer un
método que permita recolectar espermatozoides de toros de alta genética
gue hayan muerto repentinamente, y/o de aquellos que tengan que ser
sacrificados por diversas razones, de tal manera poder obtener
descendencia de esos toros, mediante la inseminacion artificial o la
fertilizacion in vitro. Asi que podria implementarse la recoleccion de
espermatozoides del epididimo para propagar la calidad genética de toros
post-mortem, puesto que los espermatozoides que se encuentran alli, segun

se ha reportado (Reyes M et al., 2002), tienen capacidad fertilizante.

Desde hace algo méas de 20 afios, se han buscado medios que permitan
mantener la diversidad bioldgica y que impidan la pérdida de especies de
alto valor comercial o genético. La recuperacion y criopreservacion de
espermatozoides tomados del epididimo se constituye en una manera Gtil de
rescatar el germoplasma de especimenes que estén en peligro de
extinguirse, o que hayan muerto por causas naturales o accidentes. Esta
técnica es particularmente Util en casos donde la colecta de semen es dificil,

como sucede en los animales salvajes, area en el cual tiene mayor



aplicacion. El epididimo tiene fundamentalmente dos funciones: Ila
maduracion y el almacenamiento espermatico. La maduraciéon, o desarrollo
progresivo de la capacidad fertilizante de los espermatozoides ocurre en la
cabeza y el cuerpo del epididimo y el almacenamiento ocurre en la cola
epididimaria. Con esta consideracion, es importante sefialar que se podrian
obtener espermatozoides viables provenientes de la cola del epididimo con
movilidad y capacidad fertilizante, poco tiempo después de la muerte del
animal, que podrian ser procesados y congelados para su posterior uso en

inseminacion artificial. (Robaire y Viger, 1995).

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo, la obtencién de
espermatozoides de la cola del epididimo de toros post mortem para evaluar
su viabilidad. Asi, como evaluar los protocolos de lavado retrogrado y de
desmenuzamiento del epididimo para la obtencion de semen de toros post-

mortem.

El alcance del objetivo general se fundamenta en los siguientes objetivos

especificos:

a) Evaluar la calidad seminal proveniente de los conductos del epididimo

de toros pos mortem.

b) Evaluar la viabilidad espermatica segun protocolos de recoleccion,

desde la obtencidn de los testiculos en el camal, hasta la obtencion



de los espermatozoides del epididimo en el laboratorio y valorando el

periodo de conservacion en refrigeracion.

c) Determinar el protocolo o método mas eficiente de recoleccion de

espermatozoides epididimarios.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. GLANDULA SEXUA DEL MACHO

2.1.1. Testiculos

Los testiculos tienen una forma oval un poco prolongada, estan localizados
en la region inguinal y estan contenidas en una bolsa de piel denominada
escroto que los protege y soporta. La funcion principal del escroto es regular
la temperatura interna de las gbnadas mediante la contraccion involuntaria
del masculo dartos, que recubre el escroto interna y basalmente. (Noakes,

D., etal., 2001).

Los testiculos difieren de los ovarios en que no contienen al nacer todos los
gametos potenciales. Las células germinales localizadas en los tubulos
seminiferos sufren divisiones celulares continuas, formando asi nuevos

espermatozoides durante toda la vida reproductiva. (Bearden J. 1980).

El testiculo tiene dos funciones principales que son:

1. La esteroidogénesis o secrecion de hormonas masculinas, como la
testosterona a través del proceso de esteroidogénesis, en las células

de Leydig.



2. La gametogénesis o produccion de espermatozoides a través del
proceso de espermatogénesis, en los tubulos seminiferos (Noakes,

D., etal., 2001).

2.1.1.1. Morfofisiologia Funcional

El tamafio depende de la edad, raza, y el desarrollo corporal, el peso de
cada testiculo esta alrededor de 250- 500 gr en un animal adulto y el peso
de ambos testiculos es de 0,09% del peso vivo del animal. El didmetro del
testiculo del toro maduro varia entre 11- 17 cm de largo y de 5y 8 cm de

ancho observandose una ligera asimetria entre ambos.

La superficie testicular estd recubierta por la tunica vaginal y esta se
extiende sobre una capa fibrosa llamada tunica albuginea que es la que le
da la forma al testiculo y también por tejido seroso que es la extension del
peritoneo. Esta capa serosa se obtiene a medida que los testiculos
descienden al escroto y esta adherida a lo largo de la linea del epididimo. La
capa externa de los testiculos, la tunica albuginea testicular es una
membrana delgada blanquecina del tejido conectivo elastico. Existen vasos

sanguineos visibles por debajo de su superficie (Bearden J. 1980).

Por debajo de la tunica albuginea testicular esta el parénquima, que es la
capa funcional de los testiculos. El parénquima tiene color amarillento y esta
dividido en segmentos por tabiques incompletos de tejido conectivo. Dentro

de estos segmentos de tejido parenquimatoso estan los tubulos seminiferos,



que se forman a partir de los cordones sexuales primarios (Bearden J.

1980).

Figura 1. Corte transversal de un testiculo bovino

Modificado de: Vera C. 2011

1Tubulos contortus, 2 Compartimento intersticial, 3 Red de tubulos, 4 Tabulo recto, 5 Tubulo
seminifero, 6 Tunica vascular, 7 Tunica vaginal visceral, 8 Tunica vaginal parietal, 9 Fascia
escrotal, 10 Tunica dartos, 11 Piel del escroto.

Los tdbulos seminiferos conformados por células germinales
(espermatogonias) y células de nutricion (células de Sertoli). Las células de
Sertoli son mas grandes y menos numerosas que las espermatogonias. Bajo
la estimulacion de la FSH, las células de Sertoli producen proteinas fijadoras

de andrégenos e inhibina. Encontramos también espermatozoides, producto

de la espermatogénesis.



Los tdbulos seminiferos son pequefios tdbulos enrollados de
aproximadamente 200 ym de diametro, ademas representan el 80% del
peso de los testiculos. Se unen a una red de tubulos, la rete testis que se
conecta a 12 0 15 pequefios conductos, los conductos eferentes, que

convergen en la cabeza del epididimo. (Bearden J. 1980).

Entre los tdbulos seminiferos, encontramos las células de Leydig
(intersticiales). La hormona luteinizante (LH) estimula a las células de Leydig
para la sintesis de testosterona en pequefias cantidades y otros andrégenos

(Unad, 2005).

2.2. CONDUCTOS SEXUALES

2.2.1. Escroto y Corddn Espermatico

El escroto es un saco bilobulado que envuelve a los testiculos. En la mayoria
de las especies se localiza en la regién inguinal entre las extremidades
posteriores, tiene el mismo origen embrionario que los labios mayores en la
hembra, estd compuesto de una capa externa de piel gruesa con numerosas
glandulas grandes sudoriparas y sebaceas, esta capa externa esta forrada
de una capa de fibras musculares lisas, la tinica dartos, que se entrelaza
con tejido conectivo. La tunica dartos divide al escroto en dos y se adhiere a

la tunica vaginal en el fondo de cada bolsa. (Bearden J. 1980)



2.2.1.1. Control de la Temperatura

Las altas temperaturas o simplemente la temperatura corporal normal
causan degeneracion de las células que forman la pared de los tubulos
seminiferos. Se restablecera la fertilidad si se regresan los testiculos y el
escroto a su estado natural antes de que ocurra la degeneracion total. Sin
embargo se requeriran unas cuantas semanas para que se produzca semen
fértil nuevamente. Los criptorquideos bilaterales son estériles, 1o que ilustra
de nuevo que la produccion de espermatozoides se suspende cuando la
temperatura interna de los testiculos es tan alta como la temperatura

corporal (Bearden J. 1980).

La baja fertilidad del semen se ve atribuida a las temperaturas altas del
verano. En el ganado la temperatura interior de los testiculos es de 4 a 7°C
menor que en el organismo, si la temperatura ambiental esta entre 5y 21°C
a medida que la temperatura ambiental aumenta y se acerca a los 38°C, la
diferencia entre la temperatura corporal y la de los testiculos puede reducirse
a la mitad (2° a 3° por debajo de la temperatura corporal). No se ha
demostrado que la temperatura ambiental baja reduzca la fertilidad (Unad.

2005).

El papel del escroto y del corddén espermatico en el control de la temperatura
testicular incluye el acercar los testiculos al cuerpo cuando la temperatura
ambiental es muy baja, o dejarlos colgar alejados del cuerpo cuando esta

aumentada. La tunica dartos (el masculo liso que reviste el escroto) y el



cremaster, son dos musculos (un muasculo liso alrededor del cordén
espermatico) sensibles a la temperatura. Durante el frio la contraccion de
estos musculos provoca que el escroto se retraiga y se acorte el cordon
espermatico, acercando a los testiculos mas al cuerpo. Cuando el clima es
caliente estos musculos se relajan, provocando que el escroto se estire y se
alargue el cordon espermatico, de esta manera los testiculos se encontraran
mas alejados del cuerpo. Estos musculos no responden a los cambios de
temperatura sino hasta el principio de la pubertad. Deben ser sensibilizados
primero por la testosterona para que puedan responder a los cambios de

temperatura del ambiente.

El enfriamiento de los testiculos en si, ocurre por medio de dos mecanismos.
La piel del escroto tiene glandulas sebaceas y sudoriparas que son mas
activas en climas célidos. La evaporacion de la secrecion de estas glandulas
enfria al escroto y por lo tanto a los testiculos, la parte externa del escroto es
2 a 5°C maés fria que la parte interna, a medida que se estira el escroto en un
clima célido, habra mas superficie que permitira el enfriamiento por
evaporacion. A mas de enfriar por evaporacion, hay un enfriamiento
significativo a través del intercambio calorico en el sistema circulatorio, a
medida que las arterias transportan sangre a temperatura corporal a traves
del cordon espermatico, las sinuosas red de venas llevan sangre mas fria de
regreso al organismo, asi que ocurrird cierto grado de enfriamiento de la

sangre arterial antes de que llegue a los testiculos. (Bearden J. 1980)
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2.2.2. El epididimo

2.2.2.1. Anatomia del Epididimo

El conducto del epididimo es un tubulo tortuoso empaquetado en un saco de
tejido conectivo que es una extension de la tinica albuginea; mide alrededor

de 30 a 50 metros de largo en el toro ;( Kénig, H., y Liebich, H., 2008).

Anatomicamente el epididimo consta de tres partes bien definidas: cabeza,
cuerpo y cola. La cabeza es la parte mas grande, recorre el polo dorsal del
testiculo y desciende en forma de asa unos 2.5 a 3 cm de la superficie dorso
lateral del testiculo y formada por 13 a 15 conductos eferentes. El cuerpo del
epididimo se extiende hacia el polo distal del testiculo como una banda de 1
cm de ancho y se une firmemente a la cara caudo-medial de este ultimo. La
cola del epididimo tiene forma conica y se une estrechamente por su base
mayor al polo distal del testiculo, la cola del epididimo almacena una
importante cantidad de espermatozoides, la cual continua con el conducto

deferente (Noakes, D., et al., 2001).
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Figura 2. Epididimo en sus tres porciones

Modificado de: Vera C. 2011

1 Conducto deferente; 2 Cuerpo del epididimo; 3 Cola del epididimo; 4 Cabeza del
epididimo; 5 Conductos eferentes; 6 Rete testis; 7 Tunica albuginea; 8 Lobulos

2.2.2.2. Funciones del Epididimo

Las funciones del epididimo son el transporte y la maduracion de los
espermatozoides los cuales, a través del pasaje por los conductos eferentes
y el epididimo, adquieren la habilidad de tener movimiento progresivo lineal y
la capacidad de fertilizar. Durante ese proceso, en la célula espermatica
ocurren cambios funcionales, bioguimicos y morfoldgicos. Especificamente,
en la cabeza del epididimo ocurre la reabsorcién de solutos y fluidos, en el

cuerpo del epididimo la maduracion espermatica, y en la cola del epididimo
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el almacenamiento de los espermatozoides fértiles. Con esta consideracion,
es importante sefialar que se podrian obtener espermatozoides viables
provenientes de la cola del epididimo que tengan motilidad y capacidad de
fertilizar, poco tiempo después de la muerte del animal, que podrian ser

congelados para su posterior uso en inseminacion artificial (Barrios, 2002).

En su origen, los espermatozoides son incapaces de moverse, de alli que el
transporte inicial a la rete testis es dependiente del fluido secretado por las
células de Sertoli. En los conductos eferentes, cabeza y cuerpo del
epididimo el transporte es mediado por el epitelio del epididimo,
especialmente las células ciliadas y las contracciones peristalticas de la
musculatura lisa de los conductos eferentes y la cabeza y cuerpo del

epididimo, mas la presion hidrostatica interna (Noakes, D., et al., 2001).

El ambiente al que se enfrentan las células espermaticas cuando llegan al
epididimo es diferente al de los tubulos seminiferos y los conductos
eferentes. Tal diferencia se debe a los cambios en la composicién del fluido
drenado por la rete testis, debido a que la presencia de la barrera
hemotesticular es incompleta en esta region. Ademas, en todo el trayecto del
epididimo hay células secretoras cuyas secreciones afectan a los
espermatozoides; vale decir que la porcion de la cabeza del epididimo esta
revestida internamente por un epitelio seudoestratificado cilindrico ciliado. El
fluido producido por las células secretoras del epididimo es rico en carnitina,

glicerofosforilcolina y varias glicoproteinas; generalmente es amarillento,
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pero en toros fértiles adquiere apariencia blanco-cremosa debido a la

concentracion de espermatozoides (Sorensen, A., 1982).

La maduracion esperméatica en el epididimo es dependiente de las
secreciones epiteliales, del transporte de sodio y potasio, de los andrégenos,
y de la temperatura escrotal. Los cambios estructurales de los
espermatozoides se deben a la utilizacion de fosfolipidos y colesterol como
sustratos durante la maduracion en el epididimo. En estos cambios se
completa el proceso de condensacion nuclear, los espermatozoides pierden
la gota citoplasmatica, aumentan la negatividad de la carga superficial, y
ocurren ligeros cambios en la morfologia del acrosoma. La testosterona
ejerce influencia directa en la maduracion espermatica. En el epididimo los
receptores intracelulares captan androgenos y la enzima 5alfa-reductasa

convierte la testosterona en dihidrotestosterona (Noakes, D., et al., 2001).

En un estudio realizado en Venezuela (Rodriguez, et al., 2000) con toros
mestizos (5/8 Holstein y 5/8 Pardo Suizo), se demostré que el desarrollo y
mantenimiento estructural y funcional de las células del epitelio, en la cabeza
del epididimo, dependen de la funcion testicular y por lo tanto de los
androgenos testiculares, pero en la cola del epididimo los mismos aspectos

dependen de los andrégenos sanguineos.

Un solo epididimo tiene capacidad para almacenar 1.5 - 4ml de fluido rico

en espermatozoides, con una concentracibn de 355 x 10°
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espermatozoides/ml, que ocupa la mitad del volumen total. Se han reportado
resultados variables en las concentraciones espermaticas de los dos
epididimos de toros adultos. Alli hay una concentracion de 15 a 40 x 10°
espermatozoides/ml, suficientes para promover 20 eyaculados normales
consecutivos en un periodo de 3 — 4 horas. (Barrios 2002), demuestra que la
cantidad de espermatozoides varia entre las porciones del epididimo en

diferentes razas de toros, asi se demuestra en la siguiente cuadro.

Cuadro 1. Concentracién espermatica en toros adultos

EPIDIDIMO CONDUCTO TOTAL
RAZA | CABEZA | CUERPO | cOLA |DEFERENTE
Y AMPOLLA
Hereford 11 1 21 6 40
Charolais 18 4 35 7 64
Holstein 20 5 39 8 72

Adaptado de Barrios, 2002.

2.2.2.3. Transporte

A manera de conducto que sale del testiculo, el epididimo transporta los
espermatozoides. En machos activos, el tiempo requerido para el transporte
es de 9 a 11 dias. Se ha informado que una eyaculacion frecuente acelera el
transporte en 10 a 20%, varios factores contribuyen al movimiento de los

espermatozoides a traves del epididimo (Unad. 2005).



15

Este movimiento de los espermatozoides es ayudado por la presion externa
creada por el efecto de masaje que ocurre sobre los testiculos y el epididimo
durante el ejercicio normal. Los conductos estan tapizados por dos tipos de
células, unas mas altas llamadas Ciliadas que se mueven en direccion al
epididimo ayudando al transporte del producto testicular y las otras que
tienen funcion secretora (apocrina). Y es posible que alternen sus funciones

entre los dos tipos (Androvet 2011).

Como se menciond previamente el movimiento de los espermatozoides es
ayudado por la eyaculacion. Durante la eyaculacion, las contracciones
peristalticas de la capa muscular lisa del epididimo y una ligera presion
negativa (acciéon de succion) creada por las contracciones peristalticas del
conducto deferente y la uretra, desplazan en forma activa a los
espermatozoides del epididimo al conducto deferente y la uretra (Pezzone

N., 2008).

2.2.2.4. Concentracion

En el toro los espermatozoides que vienen del testiculo y entran al epididimo
estan relativamente diluidos (aproximadamente 100 millones de
espermatozoides /ml). En el epididimo se concentran aproximadamente el
75% de la produccion total de espermatozoides de los testiculos. La
concentracion ocurre cuando los liquidos que suspenden a los

espermatozoides en los testiculos son absorbidos por las células epiteliales
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del epididimo. La absorcién de estos liquidos ocurre principalmente en la

cabeza y la parte proximal del epididimo (Bearden J. 1980).

2.2.25. Almacenamiento

La mayor parte se almacena en la cola del epididimo, donde los
espermatozoides concentrados son retenidos en el lumen ancho. El
epididimo de toros maduros puede contener de 50 a 74 x 10°
espermatozoides/ml. En la cola las condiciones son éptimas para preservar
la viabilidad de los espermatozoides por un tiempo prolongado. El pH bajo,
una alta viscosidad, la gran concentracion de biéxido de carbono, la gran
proporcion de K a Na, la influencia de la testosterona y probablemente otros
factores, se combinan para contribuir a un bajo indice metabdlico y a vida
mas prolongada. No se han duplicado estas condiciones fuera del epididimo.
Si se liga al epididimo para evitar la entrada de nuevos espermatozoides y la
salida de los ya existentes, los espermatozoides permaneceran vivos y
viables aproximadamente por 60 dias. Por otro lado, después de un periodo
prolongado de descanso sexual, los primeros eyaculados tendran un alto

porcentaje de espermatozoides infértiles (Bearden J. 1980).

2.2.2.6. Maduracion

Cuando los espermatozoides recientemente formados entran a la cabeza a

partir de los conductos eferentes, no tienen la capacidad de motilidad ni
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fertilidad. Durante su paso por el epididimo, adquieren capacidad para
moverse y se tornan fértiles. Si se liga la cola del epididimo en cada
extremo, los espermatozoides mas cercanos del cuerpo habran

incrementado su fertilidad hasta en 25 dias.

Durante el mismo periodo los que estén mas cerca del conducto deferente
tendran una fertilidad reducida. Por lo tanto, parece ser que los
espermatozoides adquieren la capacidad para fertilizar en la cola y después

empiezan a envejecer y deteriorar si no se les utiliza (Duchens M. 1990).

Mientras estan en el epididimo, los espermatozoides pierden la gota
citoplasmatica que se forma en el cuello de cada espermatozoide durante la
espermatogénesis. No se conoce el significado fisiologico de la gota
citoplasmatica, pero se ha utilizado como indicador de maduracién suficiente
en los espermatozoides del epididimo. Si un porcentaje elevado de los
espermatozoides recién eyaculados tienen gotas citoplasmaticas se les

considera inmaduros y tienen una fertilidad reducida (Bearden J. 1980).

2.2.3. Conductos deferentes y uretra

El conducto deferente es un tubo que sale del extremo distal de la cola de
cada epididimo, en su trayecto inicial esta sostenido por pliegues de
peritoneo, luego pasa a lo largo del cordon espermatico, a través del

conducto inguinal hacia la region pélvica, donde se une a la uretra en su
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origen cerca de la apertura de la vejiga. El extremo agrandado del conducto
deferente cerca de la uretra es el ampula. El conducto deferente tiene una
capa muscular lisa gruesa en su pared y parece tener como funcion unica la
del transporte de los espermatozoides. Algunos autores sugieren que el
ampula sirve como almacenamiento de corto tiempo para el semen. Sin
embargo los espermatozoides envejecen rapidamente el ampula; parece
mas probable que los espermatozoides se mezclen en el &mpula antes de

ser expulsados hacia la uretra.

La uretra es un conducto Unico que se extiende desde su unidon con el
ampula hasta la porcion terminal del pene. Sirve como conducto excretor
tanto como para la orina como para el semen. Durante la eyaculacion en el
toro y en el borrego hay una mezcla total de espermatozoides concentrados
del conducto deferente y del epididimo con liquidos de las glandulas
accesorias en la parte pélvica de la uretra para formar el semen (Bearden J.

1980).

2.2.4. Glandulas accesorias

Las glandulas accesorias se localizan a lo largo de la porcion pélvica de la
uretra con conductos que vacian sus secreciones en su interior. Estas son
las glandulas vesicales, la prostata y las glandulas bulbo-uretrales.
Contribuyen en gran medida al volumen del semen. Ademas, sus

secreciones son amortiguadoras, nutrientes y otras sustancias necesarias
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para asegurar una motilidad 6ptima y una buena fertilidad del semen (Hafez,

2000).

Figura 3. Glandulas accesorias del aparato reproductor del toro

Modificado de: Vera C. 2011

1 Glandulas vesiculares; 2 Préstata; 3 Glandulas bulbouretrales

2.2.4.1. Glandulas Vesicales

Las Vesiculas Seminales consisten en un par de glandulas genitales
ubicadas en el piso de la pelvis a ambos lados del cuello de la vejiga. Se
denominan de tal manera porque anteriormente se creia que eran

reservorios de semen. Estas glandulas segregan un liquido claro que tiene
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como funcion acrecentar el volumen del eyaculado y aportar nutrientes al
semen. Alrededor del 50% del volumen total del semen es aportado por
estas estructuras; las mismas que son de forma lobulada y miden de 10 a 15
cm de largo y 2 a 4 cm de didmetro. Los conductos excretores de las
vesiculas seminales desembocan cerca de la bifurcacion donde se unen la
uretra y el ampula. Se encuentran revestidas de epitelio secretor que
produce un material mucoide rico en levulosa y pequefias cantidades de
acido ascorbico, inositol, ergotonina, aminoacidos, fosforilcolina vy

prostaglandinas.

También producen compuestos como la fructosa y el sorbitol, fuentes
principales de energia para los espermatozoides del toro. Hay
amortiguadores tanto de carbonato como de fosfato y son importantes pues
evitan los cambios de pH del semen, que perjudicarian a los

espermatozoides. (Bearden J. 1980)

2.2.4.2. Préstata

La prostata es una glandula unica localizada a lo largo y alrededor de la

uretra, apenas posterior a los conductos excretores de las glandulas

vesicales. (Bearden J. 1980)

Es la Unica glandula accesoria del macho constante en todas las especies

de animales domésticos, y su cuerpo mide 2,5 cm de ancho por 1 a 1,5 cm
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de grosor, lo que la hace palpable por el recto. Contribuye en pequefa
medida al volumen de semen en la mayoria de las especies. Las
secreciones de la prostata se caracterizan por ser un liquido alcalino claro de
aspecto lechoso, rico en fosfatasa acida, proétidos, lipidos, hexosas y
espermina, sustancia que le da al eyaculado su olor caracteristico, también
son ricas en iones inorganicos, como Na, Cl, Ca y Mg, todos en solucion.

(Pezzone N. 2008)

2.2.4.3. Glandulas Bulbo-uretrales (de Cowper)

Las glandulas de Cowper son un par de glandulas localizadas a lo largo de
la uretra, cerca del punto donde sale de la pelvis. Son ovoidales y dificiles de
palpar en el bovino, merced de su pequefio tamafio. En el toro estan
incluidas en el musculo bulbo-esponjoso. Contribuyen muy poco al volumen
del liquido seminal. En toros, las secreciones de estas glandulas lavan de
residuos de orina a la uretra antes de la eyaculacién. Estas secreciones se

notan en el prepucio antes de la cépula. (Bearden J. 1980)

2.2.4.4. Glandulas Uretrales o de Littre

Estan a su vez constituidas por dos tipos de glandulas, las intra-mucosas
que son pequefias, muy numerosas en la region cavernosa de la uretra y
localizadas en la lamina propia y las extra mucosas, de mayores

dimensiones con conductos que suelen abrirse en la uretra formando
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angulos agudos. Ambos tipos de glandulas segregan una sustancia mucoide
gue conjuntamente con la secrecion de las glandulas de Cowper tienen la
funcién de limpiar y lubricar la uretra antes del paso de los espermatozoides.

(Pezzone N. 2008)

2.2.5. Pene

Es el 6rgano copulador del macho. Posee una forma cilindrica, y mide 90 cm
de largo y de ancho 3 a 4 cm. Presenta tres porciones: raiz, cuerpo y glande.
Dos raices que se insertan en la base de la tuberosidad isquiatica dan origen
al pene y convergen para formar la porcion dorsal del cuerpo del mismo. La
porcidn fija del pene se pliega sobre si misma formando en los animales
rumiantes una curvatura en forma de S, conocida como flexura o “S”

sigmoidea. (Pezzone N. 2008)

El glande del pene que es el extremo libre del pene, tiene una inervacion
muy buena y es homdlogo del clitoris en la hembra. (Bearden J. 1980). En la
mayoria de las especies, el glande es fibroelastico y contiene una pequefia
cantidad de tejido eréctil. El tejido eréctil es cavernoso (como esponja) y se
localiza en dos regiones del pene. El cuerpo esponjoso del pene es el tejido
cavernoso situado alrededor de la uretra. Se agranda en el bulbo peniano
que esta cubierto por el muasculo bulbo-esponjoso en la base del pene. El
cuerpo cavernoso del pene es un area mas grande de tejido cavernoso

localizada dorsalmente al cuerpo esponjoso del pene. Se origina como dos



23

cuerpos cavernosos a partir del masculo isquio-cavernoso, fusionandose por
altimo para formar un area cavernosa a medida que se acerca al glande.
Estas aéreas cavernosas se llenan de sangre durante la excitacion sexual lo
que causa la extension del pene (ereccion) y facilita la expulsion final de
semen durante la eyaculacion. Tanto el musculo bulbo-esponjoso como el
isquio-cavernoso son estriados, esqueléticos, en substitucion del muasculo
liso asociado con la mayor parte de los sistemas genitales masculino y

femenino (Pezzone N. 2008).

2.2.6. Prepucio

El prepucio es un pliegue invaginado de la piel que rodea la extremidad libre
del pene cuando éste no estd en ereccion. De esta forma, el exterior del
mismo esta constituido por los estratos normales de la piel y su interior se
encuentra recubierto de una membrana mucosa. (Pezzone N. 2008)

Se dirige caudalmente, sobre la extremidad libre del pene. El fondo de saco
balano-prepucial ha sido denominado férnix. La estructura externa del
prepucio se conoce como orificio prepucial y se halla rodeado de una mata

de pelos bastante largos. (Bearden J. 1980)

El prepucio presenta los musculos extensores y retractares (craneales y
caudales, respectivamente) del orificio prepucial, los cuales son cutaneos y
cuentan con la misma inervacion motora que el musculo cutaneo

toracoabdominal (Pezzone N. 2008).
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2.3. NEUROENDOCRINOLOGIA REPRODUCTIVA DEL MACHO

2.3.1. Hormonas reproductoras primarias de la glandula pituitaria

La hipdfisis anterior produce tres hormonas primarias de la reproduccion
estas hormonas proteinicas de la adenohipdfisis son la foliculo estimulante
(FSH), la hormona Iluteinizante (LH) y la prolactina. Se conoce
conjuntamente a la LH y FSH como gonadotropinas, porque estimulan a las
gonadas. En el macho, a la LH se la llama en algunas ocasiones hormona
estimulante de las células intersticiales (ICSH). La inhibina es una proteina
producida por los testiculos, la cual actia directamente sobre la hipdfisis
anterior para evitar la liberacion de la FSH. En el macho la FSH estimula la
espermiogénesis en los testiculos con la accién de la espermatogonia y las
células de Sertoli. La FSH estimula a las células de Sertoli para que
produzcan inhibina y una proteina receptora de andrégenos (ABP). La ABP
se secreta al lumen de los tubulos seminiferos y sirve como transportadora
de testosterona. La LH estimula a las células de Leydig, localizadas en el
tejido intersticial de los testiculos para producir testosterona y otros

androgenos (Bearden J. 1980).

2.3.2. Control de la Glandula Pituitaria por el Hipotalamo

El hipotdlamo constituye el piso y la pared lateral del tercer ventriculo del

cerebro y esta intimamente ligado a la hipdfisis. El sistema sanguineo porta
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hipofisiario conecta al hipotdlamo con la hipofisis anterior, en tanto que la
hipdfisis posterior es una extension del hipotalamo. Fibras nerviosas de las
células neuro-secretoras en el hipotalamo se extienden hacia abajo hasta la

hipdfisis posterior (Vera C., 2011).

La secrecion de hormonas gonadotropicas por la hipdfisis anterior esta
controlada por una hormona liberadora peptidica, que es producida por
células neuro-secretorias en el hipotalamo. De los cerdos y los ovinos se ha
aislado y purificado un péptido que es una hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH). El hipotalamo produce GnRH (liberadora de
gonadotropinas). GnRH (LH-FS/GH), que quiere decir que la GnRH por un
lado actla sobre la adenohipdfisis para que produzca LH (luteinizante) y
FSH (foliculo estimulante), que iran al testiculo, donde hay receptores para
ellas, y por otro lado estimula la sintesis de GH (somatotropina u hormona
del crecimiento). La FSH actda en las células de Sertoli, que provocan la
estimulaciéon de la espermatogénesis. La GH estimula el metabolismo
testicular y estimula (favorece) la espermatogénesis. Hay datos que nos
indican que tanto la hormona liberadora de prolactina (PRH) como la
hormona inhibidora de prolactina (PIH) controlan la liberacion y la retencion
de la prolactina en la hipofisis anterior. La hormona liberadora de

corticotropina (CRH) estimula la liberacion de ACTH (Bearden J. 1980).
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Figura 4. Esquema del eje Hipotalamo-hipofisis-testiculo
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Tomado de; Palomino J. 2010

2.3.3. Hormonas Gonadales

Bajo la estimulacion de la LH, las células testiculares de Leydig producen
andrégenos, que son una clase de hormonas esteroides. El principal
androgeno en los machos maduros es la Testosterona, a la cual se la ha

denominado como hormona sexual masculina. (Palomino J. 2010)
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2.4. ESPERMATOGENESIS

La espermatogénesis es la suma de las divisiones mitéticas y meidticas de
células espermaticas precursoras, que ocurren dentro del tibulo seminifero y
resultan en la formacién de los espermatozoides y se inicia a partir de la
pubertad. El ciclo de la espermatogénesis en el toro adulto dura
aproximadamente 61 dias; este proceso se lleva a cabo en los
compartimientos basal y adluminal del tdbulo seminifero, separados
funcionalmente entre si por las células de Sertoli, que garantizan el ambiente

propicio para que se lleve a cabo la espermatogénesis.

Las células de Sertoli sobre la membrana basal de los tibulos seminiferos y
representan el 25% del epitelio tubular. No se dividen después de la
pubertad y mantienen contacto entre las células vecinas y las células
germinales en desarrollo. Asi tenemos que las espermatogonias se ubican
entre las células de Sertoli y la membrana basal del tdbulo y otras estan en
las criptas inter-citoplasmaticas de las células de Sertoli. Las células de
Sertoli responden a la FSH regulando el nimero de espermatogonias que
entran en el proceso de division celular y juegan un papel importante en la
elongacion nuclear y en la formacion del acrosoma en las espermatides.
Bajo la accion de la FSH las células de Sertoli secretan glicoproteinas como
transferrina, ceruloplasmina, inhibina, y proteina transportadora de

androgeno ABP.

La espermatogeénesis incluye dos fases:
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a) La espermatocitogénesis, en la cual las espermatogonias sufren una

division celular hasta transformarse en espermatides

b) La espermiogénesis, en la que las espermatides sufren cambios
morfolégicos progresivos y se transforman en espermatozoides

completamente formados (Hafez, 2000).

Las espermatogonias contienen el nimero de cromosomas caracteristico de
las células somaticas de la especie (60 cromosomas en el bovino) y estan

categorizadas en:

e Espermatogonia tipo A, que incluye espermatogonias Al y formas
células mas diferenciadas llamadas espermatogonias A2, A3, A4
e Espermatogonia intermedia o “In”, derivada de A4

e [Espermatogonia tipo B, que incluye B1y B2

La espermatogonia es una célula diploide que se divide mitéticamente solo
para formar otra espermatogonia, excepto la espermatogonia tipo B2, que se
divide para formar dos espermatocitos primarios. Deben ocurrir seis
divisiones mitéticas para que se originen las espermatogonias. Por esta
razon siempre habra una cohorte de espermatogonias proliferativas a que se
dividiran en tipos A y B para reemplazar a los tipos B que se dividieron

anteriormente (Hafez y Hafez, 2000).
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Figura 5. Esquema de la Espermatogénesis
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Luego del crecimiento y desarrollo de los espermatocitos primarios siguen
dos divisiones celulares. De la primera divisibn se produce dos
espermatocitos secundarios de cada uno de los espermatocitos primarios y
de la segunda division se producen dos espermatides de cada espermatocito
secundario. Durante la espermiogénesis ocurren cambios morfolégicos como
la formacion del acrosoma, la condensacion de la cromatina nuclear, el
desarrollo de la cola, y la pérdida del “Cuerpo Residual de Regaud”
(sobrante de la espermatide que no es necesario para el espermatozoide
maduro). La espermiogénesis ha sido dividida en fase de Golgi, fase de

capuchon, fase del acrosoma y fase de maduracion. El control hormonal de
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la espermatogénesis en toros adultos esta dado por el eje Hipotalamo-
hipdfisis-testiculo, a través del cual la GnRH secretada por el hipotalamo
regula la liberacion de LH y FSH. La LH es liberada en 3-4 episodios diarios
que persisten por aproximadamente 1.5 h y tiene una accion indirecta sobre
la espermatogénesis a través de la estimulacion de la produccion de
testosterona por las células de Leydig; y la FSH actua sobre las células de

Sertoli estimulando la espermiogénesis.

Figura 6. Fases de la espermatogénesis
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A su vez, la testosterona es necesaria para el mantenimiento de la
espermatogénesis y ejerce un mecanismo de retroalimentacion negativa en
el eje hipotdlamo-hipdfisis-testiculo. La espermatogénesis puede ser
afectada por diversos factores. Asi tenemos que es afectada negativamente
por el incremento de la temperatura escrotal que puede ocurrir por procesos
de inflamacion, fiebre, o temperatura ambiental muy elevada. Cuando se
afecta la espermatogénesis todos los estadios de espermatogonias mueren,
las esperméatides sufren anormalidades estructurales y metabdlicas,
disminuye la proporcion de espermatozoides vivos y progresivos moviles, y
se incrementa las atipias por defectos de cabeza principalmente (Hafez y

Hafez, 2000).

2.4.1. Morfologia del espermatozoide

El espermatozoide es una célula alargada especializada cuya Unica
funcion es fertilizar al ovocito; en el bovino mide aproximadamente 75
micrones de largo y tiene una carga haploide de cromosomas. Esta
formada por tres componentes principales: cabeza, cuello y cola (Hafez,
2000). La cabeza del espermatozoide contiene el material genético y
mide 8-10 micrones de largo, 4-5 micrones de anchoy 0.5 micrones de
grosor. En la cabeza del espermatozoide se encuentran el nucleo celular y
el acrosoma. El ndcleo es ovalado, aplanado, y la cromatina esta

compactada y conformada por ADN unido a histonas espermaticas.
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El acrosoma tiene forma de capuchén y cubre el polo anterior de la cabeza
espermatica, en la region anterior tiene el cuerpo apical, y en la caudal
tiene un estrechamiento que conforma el segmento ecuatorial, asociado a
los procesos de envejecimiento celular. Ademas, tiene una membrana
acrosomal de doble pared, interna y externa, conectadas por puentes;
dichas membranas se fusionan en su extremo caudal. El acrosoma contiene
varias enzimas hidroliticas (acrosina, hialuronidasa, esterasas e hidrolasas
acidas) que participan activamente en el proceso de la fecundacion. Entre
el nlcleo espermatico y el acrosoma se encuentra la sustancia perinuclear.
La base del nicleo esta rodeada por la vaina post-acrosémica donde hay
proteinas ricas en azufre y receptores moleculares que reconocen al ovocito

durante la fecundacion.

El cuello del espermatozoide es una estructura corta (0.4-1.5 micrones de
largo) ubicada entre la cabeza y la pieza intermedia; tiene un centriolo
rodeado de 9 fibras periféricas orientadas longitudinalmente que se

continan con las fibras exteriores de la pieza intermedia.

La cola del espermatozoide esta dividida en 3 partes bien diferenciadas: la
pieza media, la pieza principal, y la pieza terminal. Con todos sus

componentes mide 45-50 micrones de largo.

La pieza media tiene 2 micro-tubulos centrales y 9 dupletas periféricas que

constituyen el filamento axial. Estas estructuras a su vez estan rodeadas
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por 9 fibras exteriores orientadas longitudinalmente y conectadas a las
fibras del cuello. Ademas, las mitocondrias dispuestas en patron helicoidal
conforman el aparato metabodlico y rodean las 9 fibras exteriores. Un
engrosamiento en forma de anillo sefiala el limite entre la pieza media y la

pieza principal.

La pieza principal es la porcibn mas larga del flagelo, la estructura del
filamento axial es idéntica a la estructura de la pieza media, e igualmente
estd rodeado por las fibras exteriores que son continuacion de la pieza
media. Sin embargo, las fibras estan sujetas a variaciones de tamafio y
forma, y se van estrechando gradualmente hacia el final de la pieza
principal. La vaina fibrosa periférica es otra estructura de la pieza principal
y se forma mediante la fusion de 2 fibras exteriores con bandas

semicirculares de proteinas estructurales.

La pieza terminal comienza donde finaliza la vaina fibrosa de la pieza
principal. Contiene solamente el complejo del filamento axial, y los micro
tubulos se reducen gradualmente en unidades que terminan en diferentes

niveles (Barrios, 2002).

2.4.2. Alteraciones de la morfologia espermatica

Las desviaciones morfolégicas de la estructura normal del espermatozoide

son consideradas anormales. Las anomalias espermaticas se han
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clasificado en primarias y secundarias (Spitzer 2000; fuente Internet) segun
la estructura anatdmica en la que se generan. Las anomalias espermaticas
primarias se originan dentro del testiculo y se deben a fallas en la
espermatogénesis. Estas anomalias incluyen espermatozoides con escaso
desarrollo, espermatozoides dobles y defectos de cabeza, entre ellos:
protuberancia acrosémica, cabeza piriforme, cabeza estrecha o delgada,
contorno rugoso de la cabeza, espermatozoides micro-cefalicos, y cabezas

libres.

Figura 7. Anormalidades primarias de los espermatozoides
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La mayoria de los defectos de la cola del espermatozoide también son
considerados anomalias primarias, entre ellas estan el defecto en la pieza
media, “defecto dag”, presencia de gota citoplasmatica proximal, cola

fuertemente enrollada, y colas accesorias.(Barrios, 2000).

Las anomalias espermaticas secundarias son aquellas originadas dentro
del epididimo. Entre ellas se encuentran: cabeza ancha, cabezas normales
libres, membranas del acrosoma separadas y dobladas, implantacion axial
de la cola, gota citoplasmética distal, colas con curvas suaves, colas

enrolladas en la porcion terminal (Spitzer,2000).

Figura 8. Anormalidades secundarias de los espermatozoides
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La presencia, en la muestra de semen, de células epiteliales, eritrocitos,
formacion de medusas, células precursoras de los espermatozoides,

también se consideran anomalias secundarias (Spitzer, 2000).

Algunos defectos esperméticos no se pueden definir exactamente como
primarios 0 secundarios (Spitzer, 2000). Por ejempilo, la gota
citoplasmatica proximal y las cabezas sueltas pueden ser defectos
originados durante la espermatogénesis (primarios), o un disturbio en la

funcién epididimaria (secundarios).

Se considera que al menos el 70 % de los espermatozoides evaluados
deben ser normales. El nivel de tolerancia maximo para los defectos de
cabeza es de 15-20%, mientras que el nivel de tolerancia para los defectos
de acrosoma y cola es de 25%. Por otro lado, es importante sefialar,
gue una posible diferencia en la morfologia de los espermatozoides de
la cola del epididimo pudiera explicarse por estudios preliminares en la
especie ovina, que demostraron que la sobrevivencia de embriones
resultantes de espermatozoides provenientes de la porcion distal del cuerpo
del epididimo, tenian menor sobrevivencia que los embriones resultantes de

espermatozoides provenientes de la cola del epididimo. (Barrios, 2000).

2.5. OBTENCION Y TRANSPORTE DE EPIDIDIMOS

La recoleccion de los epididimos, juntamente con los testiculos, se realiza

inmediatamente después de la muerte de los animales, hasta 2 h después
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de la muerte del animal, aunque, también se lograron recoger entre las 10 y

las 20 h post mortem del animal. (Martins., et al., 2007).

Se han descrito varias formas de transportar los epididimos; ya sea
juntamente con el testiculo, incluso se recolectan con el escroto o solo los
epididimos luego de ser separados del testiculo. En caso de ser
transportados los testiculos con el escroto, éste ultimo debe de lavarse con
solucion salina estéril, evitando que dicha solucién penetre en la bolsa
testicular, luego se secan profusamente y se colocan dentro de bolsas

plastico sellados (Barrios, D., 2002).

En general los testiculos pueden ser transportados en soluciones de PBS
(Phosphate Buffered Saline) o en solucién salina normal (0.89%). De otra
manera, si se transporta soélo el epididimo, después de ser separado del
testiculo, pueden ser transportadas en medio Tiroide-Albumina-Lactato-

Piruvato (TALP) (Martins, C.F., et al., 2007).

Las muestras de epididimo-testiculo pueden transportarse a temperatura
ambiente de 20°C a 25°C, inclusive a 35°C, o transportandose en neveras
portatiles a temperaturas de conservacion entre 4°C a 5°C, hasta llegar al

laboratorio donde seran procesadas (Gutiérrez, R., et al., 2004).

El tiempo de transporte de las muestras es muy variable de acuerdo a la

distancia entre el rastro y el laboratorio, pero viene a ser uno de los factores
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mas importantes ya que depende de él, si se acorta 0 se alarga el tiempo
transcurrido desde la muerte del animal hasta la congelacion de los
gametos. Estudios realizados muestran que los espermatozoides
recuperados de especimenes luego de su muerte, incluso muchas horas
después, mantienen su funcidbn normal y su capacidad de fertilizacion.
Espermatozoides del epididimo con una motilidad de 70 a 90% pueden ser
obtenidos varias horas después siempre y cuando los érganos sean

refrigerados inmediatamente (Martins., et al., 2009).

Segun Anel, L., et al. 2002, dependiendo del intervalo entre la recuperacion
de los espermatozoides y la muerte, la motilidad espermatica disminuira
significativamente entre las 24 y 48 h. Después de las 48 horas post-mortem,
todas las medidas de calidad del esperma declinan progresivamente. Este
autor, también sefiala que el tejido del epididimo debe refrigerarse antes de
las 48 h después de la muerte con el fin de asegurar una mayor probabilidad

de vida de los espermatozoides.

Por otro lado, Martins, C., et al. (2009), almacend las muestras de epididimo
durante 72 h a 5°C, encontrando que la motilidad total disminuy6 después de
48 h y los otros parametros no fueron afectados por cualquiera de los
periodos de almacenamiento. Resultando que las muestras pueden ser
almacenados por largos periodos de tiempo a 5°C, cuando los
espermatozoides no pueden ser criopreservados inmediatamente después

de la muerte del animal.
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2.5.1. Recuperaciéon de Espermatozoides del Epididimo

Existen varios protocolos de recuperacibn de espermatozoides del
epididimo, los que se describen a continuacién. Recoleccion por Flujo
Retrogrado, consiste en disecar los vasos deferentes y la cola del epididimo,
se ubica el septum del epididimo, correspondiente a la porcién cercana de la
zona media de la cola del epididimo. Alli se realiz6 un corte transversal justo
antes que el diametro del epididimo se reduce, para obtener la mayor
cantidad de espermatozoides posibles. La porcion disecada de la cola del
epididimo se colocod en una placa de Petri precalentada a 37°C y por la
region libre del vaso deferente se coloca una aguja de punta roma dentro del
lumen de la porcion libre del vaso deferente. Con una jeringa (tipo "air-tite"
de 5 mL) llena con "medio de lavado" (medio de congelacion Tris yema
glicerol o PBS modificado) y con esta jeringa se penetra lentamente dentro
del lumen del vaso deferente. Al continuar con presién suave y continua con
la jeringa, aparece por el extremo cortado de la cola del epididimo el
contenido epididimario representado por un liquido espeso y cremoso

(Albers y Barrios, 2006).

La otra método es la recoleccion de espermatozoides por desmenuzamiento
de la cola del epididimo, donde la cola asépticamente es completamente
desmenuzada (cortada finamente) en una placa Petri que contiene entre 10
a 20 mL de medio de PBS modificado. El contenido de la placa Petri se

vierte en una jeringa de 20 mL (usando un embudo de vidrio) para forzar el
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material desmenuzado por un filtro estéril de 0.4 — 0.75 micrones, y ese
filtrado se recoge en tubos de centrifuga (50mL), este proceso se repite con
10 -20 mL de medio de lavado adicional. La centrifugacion se realiza a baja
velocidad (300 x g) por 5 min para concentrar la muestra y el sobrenadante

se descarta (Barrios, D., 2002).

De otra forma, una vez en el laboratorio se realiza el lavado con alcohol al
70%, luego se realiza varias incisiones en la cola del epididimo vy, a
continuacion, pulsando esa region manualmente los espermatozoides seran
liberados y se colectaran. Los espermatozoides recuperados se colocan en
un tubo de 15 mL y se diluyen con yema de huevo- Tris-glicerol (Martins, C.,

et al., 2007).

2.5.2. Resultados sobre Congelamiento de Espermatozoides del

Epididimo en Bovinos

Gutiérrez, R., et al. (2004)(b), trabajé 48 pares de testiculos obtenidos de
animales recién sacrificados, los que se transportaron a una temperatura de
5°C. La recuperacion de espermatozoides se realizo por lavado Retrégrado
con 10 mL de diluente a base de Tris - Yema de huevo (25%) - Glicerol
(5%). Los espermatozoides obtenidos permanecieron por 2 h a 5°C, para su
punto de equilibrio, siendo congeladas en pajillas de 0.5 mL con 50x106 de
espermatozoides, solo las muestras que obtuvieran una motilidad progresiva

superior al 50%. La descongelacion se realizé a 37°C/45 s. Se evaluaron la
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motilidad progresiva, porcentaje de vivos, porcentaje de normales y
acrosoma normal. Antes de la congelacion los parametros seminales fueron.
59.16+10.58 (% de motilidad), 76.04+6.95 (% de vivos), 64.77+14.16 (% de
normales), 35.32+17.33 (% de anormales) y 75.54+9.99 (% de acrosoma
normal). La concentracion total obtenida fue de 2.37x10°
espermatozoides/epididimo. Y después de la descongelacion se obtuvieron;
35.83+11.77 (% de motilidad), 60.83+14.12 (% de vivos), 60.45+12.98 (% de
normales), 38.49+19.75 (% de anormales) y 71.54+11.87 (% de acrosoma
normal). Encontrandose diferencias significativas (p<0.05) en porcentajes de
motilidad y porcentajes de vivos. Se obtuvo de cada cola de epididimo de
toro un promedio de 10 pajillas de 0.5 mL con una concentracion de 50
millones de espermatozoides viables en el momento de la congelacion.
Llegando a la conclusion de que se podrian usar en biotecnologias como

Inseminacion Artificial, Fertilizacion in vitro, e Inyeccion Intracitoplasmaética.

En otro estudio realizado por Martins, C., et al. (2007), en tres toros (toros
Al, A2 y A3), los testiculos fueron recuperados 2 h después de la muerte de
los animales en un matadero local. Las muestras se transportaron en medio
de Tiroide-Albumina-Lactato-Piruvato (TALP) a temperatura ambiente
durante 5 h. Se realizd varias incisiones en la cola del epididimo y, a
continuacion, pulsando esa region manualmente fueron liberados los
espermatozoides y colectados. Los espermatozoides se colocaron en un
tubo de 15 ml y se diluyeron con yema de huevo-Tris-Glicerol. Se

empajillaron en volumenes de 0.25 ml con 20x106 espermatozoides y
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equilibrados a 5°C por 4 h, para luego ser congelados en Nitrogeno liquido.
Evaluandose la viabilidad de los espermatozoides epididimarios
criopreservados. Las caracteristicas seminales antes de la congelacion para
los toros Al, A2 y A3 fueron: 80, 80 y 70% de motilidad, 87, 92 y 90% de
acrosoma intactos, 1, 3 y 2% integridad de cromatina, respectivamente.
Siendo la concentracion media de 440x106 espermatozoides/cada
epididimo. Después de la congelacion las caracteristicas seminales para los
toros Al, A2 y A3, fue: 60, 70 y 70% de motilidad, 66.1, 68 y 60% de
acrosoma intactos, 2, 5y 2% de integridad de cromatina, respectivamente.
Existiendo diferencia significativa (P<0.05) en motilidad y acrosoma intactos.
Los resultados muestran que los espermatozoides del epididimo de animales

muertos pueden ser criopreservados.

Martins, C., et al.(2009), evaluaron el efecto del intervalo entre la muerte del
animal y la congelabilidad de espermatozoides del epididimo almacenadas
durante diferentes periodos de tiempo. Los testiculos de 25 toros mestizos
fueron recolectados en el matadero 2 h después del sacrifico. En el
laboratorio los espermatozoides de uno de los epididimos, de cada toro,

fueron recolectados y analizados para evaluar la vitalidad.

El epididimo restante se almaceno durante 24 h, 48 hy 72 h a5 ° C. Al final
de cada periodo de tiempo, los espermatozoides fueron recuperados y
criopreservados con dilucion de Tris-yema de huevo y glicerol. Se tomaron

muestras de esperma antes de la congelacion y después de la
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descongelacién para evaluar la motilidad total y motilidad progresiva, la
concentracion, la integridad de la membrana y la integridad del acrosoma.

Los resultados se muestran en la tabla 1y 2.

Cuadro 2. Caracteristicas seminales antes de la congelacién, media (D.E).

. Refrigeracion de epididimos a 5°C
Variables
0h (n=6) | 24 h (n=6) | 48 h (n=6) | 72 h (n=7)
Motilidad Total. | 78.1£10.2 | 67.847.5 |60.4+11.7 |56.6+10.3
Mo“"da?of’ég’gres"’a 32405 |29406 |3.1403 |2.8+0.8
Integridad del 75.5¢4.0 |72.3x17.5 | 70.5¢12.4 | 64.0¢15.4
Acrosoma

Cuadro 3. Caracteristicas seminales después de la descongelacion, media

(D.E).
. > — .
Variables Refrigeracion de epididimos a 5°C
0h (n=6) | 24 h (n=6) | 48 h (n=6) | 72 h (n=7)
Motilidad Total. | 51.6+11.6 | 45.0+20.2 | 40.0+18.2 | 24.1+13.5
MO““da?Of’é;)greS'V"" 2605 |2.7+0.4 |27+05 |26%05
Integridad del | ¢4 1105 | 36.2414.5 |39.5422.0 |38.2+13.0
Acrosoma

La concentracidon media de espermatozoides obtenida por epididimo fue de
432177 células/mL, con una produccién media de 31 pajillas por epididimo.
Los resultados mostraron que después de 48 h de almacenamiento se

produjo una disminucion en la motilidad total, lo que no cambia hasta 72 h.

La motilidad progresiva, la membrana plasmatica y la integridad acrosomica

no fueron afectadas por cualquiera de los periodos de almacenamiento. Por
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el contrario, todos los parametros del esperma, excepto la motilidad

progresiva, se redujeron después de la criopreservacion.

Estos procedimientos se convierten en una herramienta importante, cuando
los espermatozoides no pueden ser criopreservados inmediatamente

después de la muerte del animal.

2.6. EVALUACION DE LA CALIDAD DEL SEMEN

Las caracteristicas seminales que se deben evaluar son:

2.6.1. Volumen

La capacidad de produccion de semen por gramo de tejido testicular
(Produccion Diaria de Espermatozoides, PDE) esta directamente
correlacionada con la circunferencia escrotal en toros jovenes. En los toros
que estdn sometidos a un régimen periddico de coleccibn de semen, el
volumen y la concentracion espermética son indicadores de la capacidad
para producir espermatozoides y le permiten a los centros de inseminacion
artificial (1A) monitorear la funcion testicular de los mismos (Baracaldo, M. et

al., 2007).

2.6.2. Olor

Olor: el olor es sui generis, constante (Lopez J 2014).



45

2.6.3. Densidad

La densidad puede clasificarse de la siguiente forma:

e Muy buena (MB): semen cremoso, granular con 750 a 1,000 millones
de espermatozoides/mL o0 mas.

e Buena (B): semen lechoso con 400 a 750 millones de
espermatozoides/mL.

e Suficiente (S): semen semejante a leche descremada con 250 a 400
millones de espermatozoides/mL.

e Pobre (P): semen translicido con menos de 250 millones de

espermatozoides/mL (Baracaldo, M. et al., 2007).

2.6.4. Motilidad

La valoracion de la motilidad implica la estimacién subjetiva de la viabilidad
de los espermatozoides y calidad de la motilidad .Si no fuera por la
capacidad de desplazamiento que poseen los espermatozoides de los
mamiferos, es imposible que llegaran a recorrer un camino tan grande como
lo es desde el lugar de su deposicion en el tracto genital de la hembra, ya
sea por inseminacion natural como artificial. La adquisicion de la capacidad
de movilidad progresiva, coincide con la adquisicion de la capacidad

fecundante. (Hafez y Hafez, 2000).
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2.6.4.1. Motilidad o movimiento en masa

Barth A (2000) resefia que la motilidad masal es el resultado de la
concentracion espermatica, el porcentaje de células con movimiento
progresivo y velocidad de movimiento de los espermatozoides. Lo cual
provoca movimientos de flujo y la existencia de verdaderas “olas” de
zoospermios, que al estar disminuidos o0 en baja concentracion provocan

disminucion.

Palacio C. J. (2005) indica, que la observacion se hace sobre una gota de
semen de 5 a 10 mm de didmetro, colocada sobre un porta objetos tibio y sin
cubre objetos. La observacion se realiza, con semen sin diluir y bajo un
campo luminoso y con un aumento de 40-125 x observando varios campos

microscopicos.

Los factores que influyen en el movimiento en masa de los espermatozoides
son la concentracion, el porcentaje de células con movimiento progresivo y
la velocidad/vigor del movimiento de los espermatozoides. Si uno o mas de
estos factores se encuentran comprometidos, el movimiento en masa se

reducira (Baracaldo, M. et al., 2007).

Segun Derivaux (1976) , Hafez (1989), Baracaldo (2007), la calificacion se

realiza bajo los parametros que se muestran en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Escala basada en el porcentaje de células méviles y criterio

evaluativo
VALOR 7 CRITERIO
DESCRIPTIVO ASPECTO DEL MODELO CELULAS EVALUATIVO
MOVILES
Movimiento en ondas 80-90% ++++
Muy buena | vigorosas y en remolinos
rapidos
B Remolinos y ondas mas 60-80% +++
uena
lentas
Sin  remolinos, pero con 40-60% ++
Regular I .
oscilaciones generalizadas
Mala Escasa o0 ninguna motilidad 0-40% +0-

2.6.4.2. Motilidad individual progresiva

Consiste en estimar el porcentaje (0-100%) de espermatozoides con
movimiento progresivo lineal en una muestra de semen diluido en una
solucion. La motilidad individual segun Barth A. (2000), es el resultado de la
evaluacion del movimiento progresivo de los espermatozoides y de los
cambios en su motilidad. Este seguimiento se hace en una superficie de 1
mm2 y una altura de 0.1 mm., lo cual se consigue al colocar en un porta
objetos perfectamente limpio y tibio una gota de 3 a 4 mm de semen diluido

y colocando una laminilla encima.

Igualmente, la motilidad progresiva, segun Palacio C. J. (2005) debe ser
observada en un aumento de 200 x - 500 x, preferentemente bajo contraste
de fase, y los resultados se expresan en porcentaje 0 en una escala de 1 a

5.
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Segun Salisbury (1978), Hafez (1989) y Barth (2000), la clasificacion se

muestra bajo parametros que se muestran en la siguiente cuadro.

Cuadro 5. Escala basada en el porcentaje de células moéviles

Valor descriptivo % células moéviles
Muy buena 80-100% de células moviles
Buena 60-79% de células moviles
Regular 40-59% de células moviles
Mala Menos de 40% de células moviles

La motilidad segun Echeverry (2005) permite predecir la fertilidad o habilidad

para congelar, ya que la motilidad post - descongelacion es frecuentemente

usada para ajustar la concentracion de espermatozoides por pajilla, cuando

el semen se designa para I. A. La motilidad progresiva también puede ser

evaluada siguiendo la velocidad de movimiento o grado de movimiento y se

hace bajo la siguiente escala segun Barth (2000).

Cuadro 6. Escala basada en la velocidad de movimiento de las células

moviles
Val_or_ Velocidad del movimiento
descriptivo
0 Sin movimiento
1 Leve movimiento de cola sin desplazamiento progresivo
2 lento movimiento de cola con algo de movimiento
progresivo
3 Movimiento progresivo a velocidad lenta
4 Movimiento progresivo rapido
5 Movimiento progresivo rapido donde es dificil de seguir la

célula determinada.
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El minimo aceptable de motilidad es del 25% de células motiles con una
velocidad tipo 3 inmediatamente después de descongelado y un 15% de
células motiles con una velocidad tipo 2 luego de 2 horas de incubacion a
37° C, para ser considerada viable. El analisis visual microscopico de la
motilidad individual progresiva tiene la tendencia a ser subjetivo, aunque sea
efectuado por personal muy experimentado, y se torna tedioso cuando debe
analizarse un gran niumero de muestras. Es por esta razén que la motilidad
espermatica no pronostica de una forma precisa la capacidad fecundante del

espermatozoide (Baracaldo, M., et al., 2007; Lopez, J., 1992).

2.6.5. Evaluacion de la morfologia espermatica

Las células espermaticas son translicidas y se ven transparentes al
observarlas con microscopia de campo claro. Por lo tanto, es necesario usar
la microscopia de contraste de fase o el uso de tinciones celulares para
poder analizar la morfologia de los espermatozoides. La tincién eosina-
nigrosina es usada comunmente como tincién de vitalidad celular para la
determinacion de espermatozoides "vivos y muertos" y también puede ser
usada para evaluar la morfologia espermatica diferencial detallada. El
componente nigrosina proporciona un fondo de contraste a las células
espermaticas. La eosina tiene la capacidad de penetrar o no los
espermatozoides, lo cual es un indicador de la integridad de la membrana

celular y en consecuencia, de la viabilidad o vitalidad celular.
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Una caracteristica a tener en cuenta es que en el semen de buena calidad,
el porcentaje de espermatozoides con motilidad individual progresiva esta

directamente correlacionado con el porcentaje de espermatozoides vivos.

2.6.6. Concentracion del semen

Aungque puede hacerse una prediccion visual tentativa de la concentracion
espermatica en una muestra de semen, es muy importante conocer la
concentracion exacta de espermatozoides para determinar el nimero de
dosis de semen que se podran congelar. Para determinar la concentracion
espermatica pueden utilizarse los siguientes métodos, segun Baracaldo, M.,

et al. (2007):

2.6.6.1. Recuento electrénico

Comunmente se usan los fotometros, tales como el SDM5. Una muestra de
semen puro es diluida en una cubeta que tiene un volumen predeterminado
de diluyente y luego esta dilucién es analizada con el fotometro. El andlisis
toma aproximadamente 30 segundos. En el equipo se debe ingresar el
volumen total del eyaculado, la motilidad progresiva, el numero de
espermatozoides por dosis y el volumen deseado de cada dosis. El
fotometro calculara el numero de dosis a congelar y el volumen final del

diluyente a utilizar.
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2.6.6.2. Sistemas CASA

Los sistemas CASA, tales como el Sperm Vision, utilizan andlisis digital
programado por computadora de los campos microscopicos con
espermatozoides en movimiento. Se analizan y cuantifican varias
caracteristicas de motilidad, y también se determina la concentracion
espermatica. Estos sistemas requieren una dilucion apropiada de la muestra
de semen, previa al llenado de una camara de recuento desechable. Las
camaras de recuento estan disponibles en el mercado y tienen una
profundidad de 20 micrones. Después de llenar la camara con el semen
diluido, se coloca sobre la platina del microscopio y el sistema CASA analiza
como nhorma general 7 campos microscopicos con espermatozoides,
tardando unos pocos segundos en evaluar la motilidad de cada campo. Los
resultados obtenidos pueden ser almacenados en la memoria de la

computadora, o ser impresos en formatos predeterminados.

2.6.6.3. Hemocitdmetro

Los hemocitdmetros son considerados el método estandar para determinar
la concentracion celular y para la calibracion de sistemas electronicos de
recuento celular. EI método es bastante confiable y econdmico, pero
requiere alrededor de 10 minutos por muestra evaluada e implica el recuento

visual de los espermatozoides, que puede ser bastante tedioso.



52

2.6.7. Evaluacion del acrosoma

El acrosoma juega un papel fundamental en la fecundacion y esta
importancia hace que convenga realizar una valoracién especifica del
mismo. En un espermatozoide que tenga el acrosoma en perfectas
condiciones se pueden distinguir tres regiones claramente diferenciadas en
la cabeza: la zona acrosomal, con un borde apical, la zona post acrosomal y
el segmento ecuatorial entre ambas. Las muestras seminales con alta
proporcion de acrosomas alterados o ausentes suelen tener una fertilidad
baja. Para determinar el estado del acrosoma se han usado desde hace
mucho tiempo diferentes tinciones. Entre éstas tenemos la tincion de
eosina/verde rapido, Giemsa y la de eosina/nigrosina, las dobles y triples
tinciones, basadas en la combinacién del azul de tripan con otros colorantes

(Baracaldo, M., et al., 2007).

2.7. DILUYENTES

Por diluyente entendemos la solucion acuosa que permite aumentar el
volumen del eyaculado hasta conseguir las dosis necesarias, preservar las
caracteristicas funcionales de las células espermaticas y mantener el nivel

de fertilidad adecuado. (Carballo, 2009)

El diluyente que se afiade para congelacion generalmente es del tipo TRIS

(buffer). El diluyente debe contener sustancias iénicas o no iénicas que
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mantengan la osmolaridad del medio (TRIS), una fuente de lipoproteina de
alto peso molecular (yema de huevo, leche descremada), una fuente de

energia como fructosa o glucosa, y un crio protector. (Escobar, 2011)

2.7.1. AndroMed

Es un concentrado estéril para la preparacion de un diluente libre de yema
de huevo para eyaculados bovinos. Es apropiado para la congelacion de
semen y para la conservacion de semen entre 5°C- 10°C. Andromed®
también se utiliza para semen caprino, ovino y ciervo. Su contenido en

antibioticos corresponde al estandar de la UE: EC norma 88/407.

2.7.1.1. Composicion

¢ Fosfolipidos
e TRIS
e Acido citrico
e Azlcares
e Antioxidantes
e Tampones
e Glicerina
e Agua de altisima pureza
100ml del diluyente preparado contienen (unidades activas)

e Tilosina 5,0 mg
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e Gentamicina 25,0 mg
e Espectinomicina 30,0 mg

e Lincomicina 15,0 mg

2.7.1.2. Indicaciones

La preparacion es simple: se requiere afiadir sélo 800 ml de agua destilada
al contenido de 200 ml de un frasco de AndroMed®. La microscopia es mas
eficiente: AndroMed® es un medio altamente transparente que entrega
imagenes de semen extremadamente claras bajo el microscopio. Los
eyaculados de calidad cuestionable pueden ser detectados y evaluados
facilmente, en base a un estandar de seleccion definido. La eficiencia es alta
dentro de las concentraciones estandar de dosis: la tasa de dilucion de los
eyaculados puede variarse en gran medida, manteniendo resultados
sobresalientes. AndroMed® esta siendo utilizado con eyaculados de baja
concentracion y a altas tasas de dilucién (bajo 10 millones de células por

pajuela).

2.7.1.3. Preparacion del diluyente

El contenido (200 ml) de un frasco de AndroMed® debe diluirse con 800 ml
de agua destilada estéril previamente temperada a +30°C hasta +35°C. Es
posible preparar volumenes menores, siempre que se mantenga la

proporciéon de 4 partes de agua con 1 parte de concentrado. Para lograr las
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propiedades 6ptimas de conservacion de AndroMed®, la cantidad requerida

de agua debe agregarse al concentrado y no viceversa.

El diluyente preparado AndroMed® debe temperarse antes de su uso en un
bafio-maria entre +30°C y +32°C. Predilucion y andlisis de semen:
Inmediatamente tras su llegada al laboratorio, el eyaculado debiera ser
evaluado (concentracion, motilidad) y entonces prediluido 1+1. El eyaculado
debiera mantenerse en el bafio-maria entre +30°C y +32°C. Al momento de
la dilucién, el diluyente debe tener la misma temperatura que el eyaculado
(+/-1°C). El semen no debiera permanecer en el bafio-maria por mas de 10
minutos. Una vez evaluado debe efectuarse la dilucién final. El eyaculado ha
alcanzado hasta entonces la temperatura de laboratorio (+20°C a +23°C), y
a esa temperatura es envasado en pajuelas. En forma alternativa,

AndroMed® puede utilizarse para el envasado de las pajuelas a +5°C.

Para ello, el semen diluido debe ser equilibrado por al menos 2 a 3 horas a
+5°C. Congelacion de pajuelas: La congelacion de pajuelas se efectia
sobre rampas en vapor de Nitrégeno, a una altura de 4 cm sobre el nivel del
Nitrogeno liquido, o en un congelador de semen profesional con una

temperatura inicial de -120°C.

El proceso de congelacion en un congelador automatico debiera extenderse
por al menos 7 minutos con mini-pajuelas (0,25 ml) y 10 minutos con

pajuelas medianas (0,5 ml). También es utilizable como diluyente para
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semen fresco con una temperatura de almacenaje entre +5°C y maximo de
10°C, y se recomienda como medio de referencia para el test de resistencia
el control de calidad rutinario de la produccion diaria. Ademas AndroMed®
es recomendado para humedecer las vaginas artificiales al momento de

coleccion del semen (Minitube. 2013).

2.8. COLORANTES

2.8.1. Eosina G, solucién al 2% paratincion supravital

El colorante Eosina penetra la membrana de las células dafiadas, tifiendo las

lesiones y espermatozoides no viables o muertos de rosa.

2.8.2. Nigrosina, solucidn al 4 % para tincion supravital, 50 ml

El colorante Nigrosina provee un fondo oscuro, sobre el cual resaltan los

espermatozoides, pudiendo diferenciar su morfologia.

2.9. TRABAJOS RELACIONADOS

Castro y col (2009) estudiaron la viabilidad de espermatozoides de toros
colectados del epididimo, refrigerados a 4 °C, 24 horas después del
sacrificio y encontraron resultados similares al de semen eyaculado. El

promedio de la motilidad y del vigor espermatico fue 60,2% y 3,1
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respectivamente. El nUmero promedio de espermatozoides colectados de la
cola de los epididimos fue de 1,7 x 10° siendo el minimo de 0,26 x 10° y el
maximo de 4,2 x 10°. En cuanto a la morfologia se obtuvo un promedio de
68,9% de espermatozoides normales, siendo el minimo de 31,5% vy el
maximo de 89,3%, donde la mayoria de los defectos fueron gotas
citoplasmaticas distales. Aunque no era el objetivo del estudio, los autores
congelaron los espermatozoides obtenidos de los 4 epididimos (2 toros),
siendo que en 2 epididimos los espermatozoides fueron colectados a las 6
horas y los dos restantes, a las 24 horas del sacrificio. En este analisis, los
espermatozoides congelados 6 horas después del sacrificio se mantuvieron
viables después de la descongelacion (motilidad y vigor esperméatico de 50%
y 3 respectivamente). Sin embargo, para los espermatozoides colectados 24
horas después del sacrificio los resultados fueron inferiores, con una

motilidad de 10% y vigor 1.

Albers y Barrios (2006). Movilidad individual de los espermatozoides
epididimarios de toros post-mortem obtenidos mediante lavado retrogrado. El
objetivo de este estudio fue evaluar la movilidad individual de los
espermatozoides presentes en la cola del epididimo, obtenida del matadero
mediante lavado retrégrado de testiculos de toros cebu post-mortem. Los
testiculos fueron recolectados al azar (n=90) y transportados bajo dos
diferentes temperaturas, siguiendo dos diferentes protocolos: Protocolo 1 (T:
35°C) y Protocolo 2 (T: 25°C), de los cuales se obtuvo los siguientes

resultados
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Cuadro 7. Movilidad Individual de espermatozoides epididimarios

Movilidad Individual de espermatozoides epididimarios recolectados en los
Protocolos 1y 2

Variable n | Minimo | Maximo | Media | Varianza | EE | Pruebat
%
Prot. 1 MI 1 13 0 40 17,46 | 226,10 | 15.03 aAt
) Ml 2 10 55 34,23 | 111,85 | 10.57 aA
Prot. 2 Ml 1 20 0 40 8,95 117,31 | 10.83 aB
' MI 2 1 50 26,8 155,85 | 12.48 aB

Letras minUsculas comparan medias entre M| para el mismo Protocolo y letras
mayusculas comparan medias entre Protocolos.

Efecto de la temperatura del instrumento de transporte sobre la Movilidad

Individual de espermatozoides epididimarios

Se compararon estadisticamente los resultados obtenidos en la evaluacién
de la movilidad individual en cada protocolo de temperatura. La movilidad
individual al momento de la primera lectura (MI1) no tuvo diferencia
significativa (P>0,05) entre los dos protocolos, al igual que tampoco hubo
diferencia significativa (P>0,05) entre las movilidades individuales tomadas
como segunda lectura (MI2). Lo anterior indica que, en este trabajo, la
temperatura del instrumento de transporte no fue un factor influyente sobre

la movilidad de los espermatozoides epididimarios.

Ademas, la media estadistica al momento de la primera evaluacion de
movilidad espermatica (Ml 1) fue menor (P<0,01) en ambos protocolos (P1:
17,46%; P2: 8,95%) que la movilidad al momento de la segunda evaluacion

(MI 2), que fue entre dos y tres veces mayor (P1: 34.23%; P2: 26.8%). Esto
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indica que la movilidad de los espermatozoides epididimarios se activa

después de un tiempo.

Sanchez y col. (2010). El establecimiento de métodos que permitan la

recoleccion de espermatozoides de animales que hayan muerto
repentinamente, puede ser una alternativa que permita obtener
descendencia mediante la aplicacion de técnicas de reproduccién asistida. El
objetivo del trabajo fue evaluar la calidad espermatica epididimal post-
mortem en toros de lidia lidiados. Para ello, se evaluo en fresco la calidad del
semen epididimal proveniente de 28 toros. Segun los resultados obtenidos,
el volumen de semen epididimal obtenido en toros de lidia es de
0.36x0.96ml; en el caso de la concentracion espermatica esta resulto de

2509+380.5x10¢ espz/ml, asi mismo la motilidad existente en las muestra fue

de 60£6.1%



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES

3.1.1. Materiales de campo

100 testiculos de toros post mortem
Caja de icopor para transporte
Guantes

Bolsas plasticas

Béscula portatil

Cinta métrica

3.1.2. Materiales de Laboratorio

Microscopio éptico

Bafio maria

Platina térmica
Termometro.

Tubos falcén 15 ml — 50 ml.
Tubos eppendorf 2ml
Placas Petri.

Céamara de New-bauer.

Pipeta de New-bauer.



Laminas portaobjetos.
Laminas cubreobjetos.
Equipo de diseccion.
Hojas de bisturi nimero 4
Centrifuga

Eosina (2%) y Nigrosina (4%).
Solucién PBS

Lactato de ringer
Refrigeradora

Filtros

Gradilla

Jeringas

Micropipeta

Puntas de 10ul

Diluyente AndroMed
Toallas desechables
Mandil

Guantes de nitrilo

3.1.3. Materiales de oficina

Camara.

Esferografico.

Computadora
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v’ Libreta de apuntes
v Calculadora

v" Hojas de papel bon

3.2. METODOS

3.2.1. Ubicacién

La recoleccion de los testiculos de toros se realizé en el Camal Municipal del
cantén Loja, en tanto que el procesamiento de las muestras se llevo a cabo
en el Laboratorio de Reproducciéon Animal, ubicado en la Quinta

Experimental Punzara de la Universidad Nacional de Loja.

Cuadro 8. Caracteristicas meteorolégicas del lugar de estudio

Caracteristica Hoya de Loja
Altitud 2 100 msnm
Extensién 1883 Km?
Clima Templado - ecuatorial, Sub humedo
Temperatura 16 °C

3.2.2. Descripcion de las Unidades Experimentales

Se trabajé con 50 pares de testiculos, obtenidos de machos bovinos en edad

reproductiva; cada par de testiculos constituyé una unidad experimental.
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Se utilizé un disefio completamente aleatorizado con un arreglo factorial 2x5

(Protocolos x tiempo de recoleccion), con cinco repeticiones conforme se

explica en el siguiente cuadro.

Cuadro 9. Esquema del experimento

Factor 1 Factor 2 Tratamientos Repeticiones
(Protocolos) (Tiempo) i
2 horas post T1 P1 2 horas 5
mortem
4 horas post T2 P1 4 horas 5
mortem
P1 (Lavado 8 horas post T3 P1 8 horas 5
retrogrado) mortem
10 horas post T4 P1 10 horas S
mortem
24 horas post T5 P1 24 horas 5
mortem
2 horas post T6 P2 2 horas 5
mortem
4 horas post T7 P2 4 horas 5
P2 mortem
(Desmenuza 8 horas post T8 P2 8 horas 5
miento del mortem
epididimo) 10 horas post T9 P2 10 horas 5
mortem
24 horas post T10 P2 24 horas 5
mortem
Total >0

3.2.4. Variables en Estudio

3.2.4.1. Caracteristicas morfométricas

v' Circunferencia escrotal

v" Peso testicular




v

v
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Largo de epididimo

Peso del epididimo

3.2.4.2. Evaluacion Macroscopica

v" Volumen

v

v

v

Color

Olor

Densidad

3.2.4.3. Evaluacion Microscopica

v

v

Motilidad Masal

Motilidad Individual
Concentracion Espermética
Morfologia

Vitalidad

3.3. TOMA'Y REGISTRO DE DATOS

3.3.1. Evaluacion de las caracteristicas seminales macroscoépicas

Se evaluaron

las caracteristicas macroscopicas del semen obtenido

mediante la colecta de flujo retrogrado y desmenuzamiento del epididimo

(Slicing). Las caracteristicas macroscopicas que fueron determinadas:

Volumen, Color, Olor y Densidad.
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a) Volumen: Para determinar el volumen colectado, se observo

directamente en el tubo falcon graduado.

b) Color: Igualmente se determiné por observacion directa; donde se

calificé como blanco marfil y blanco amarillento.

c) Olor: Se determiné mediante el olfato, para lo cual fue necesario percibir

su olor, y se consideré normal como sui géneris.

d) Densidad: Se establecié mediante observacion directa del semen; donde
se calific6 como cremosa 0 muy densa, la cual nos da una idea de la

concentracion espermatica.

3.3.2. Evaluacién de las caracteristicas seminales microscopicas

Para realizar la evaluacion microscopica fue necesario esperar entre 40 y 45
minutos para poder observar los movimientos de los espermatozoides
epididimarios, durante este periodo de tiempo se mantuvo las muestras de
semen y las laminas atemperadas a 37°C sobre la platina térmica, con el fin
de evitar choques térmicos en el momento que se realizaba la evaluacion,
transcurrido este lapso de tiempo se pudo estimar los porcentajes de
motilidad y movimientos progresivos de las células espermaticas; para la
coloracion vy frotis de las muestras se utilizé eosina al 2% y nigrosina 4%, la

valoracion microscopica se la hizo con lente de 10X, 40X y 100X. Se
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analizaron las siguientes caracteristicas: Motilidad Masal (M.M), Motilidad

Individual (M.I), Concentracion espermatica (C.E), Morfologia y Vitalidad.

a) Motilidad Masal: Se procedié a colocar una gota de semen de 10 a 20
pl, sobre un porta objetos atemperado a 37°C, sin colocar el cubre
objetos; se observa con el lente de 10X. El porcentaje de motilidad masal

se califico de acuerdo a criterios evaluativos propuestos en el cuadro 4.

Cuadro 10. Porcentajes de motilidad masal y criterio evaluativos

VALOR ASPECTO DEL % CELULAS CRITERIO
DESCRIPTIVO MODELO MOVILES | EVALUATIVO
Movimiento en ondas
Muy buena | vigorosas y en remolinos 80-90% ++++
rapidos
Buena Remolinos y ondas mas 60-80% et
lentas
Sin remolinos, pero con
Regular oscilaciones 40-60% ++
generalizadas
Mala Escfa_sa o] ninguna 0-40% to-
motilidad

Adaptado de; Derivaux (1976), Hafez (1989) y Baracaldo (2007)

b) Motilidad Individual: Se coloc6 10ul de semen en un porta objetos y se
cubrié con el cubre objetos, ambos atemperados a 37°C, se observa con
el lente de 40X, se evalia los espermatozoides con movimiento
progresivo rectilineo que atraviesan el campo observado; tanto en la
motilidad masal como para la motilidad individual, para la valoracion se

coloca la plantilla térmica en el microscopio y asi poder mantener la
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temperatura. Para determinar el porcentaje de motilidad individual se

calificé de acuerdo a los valores propuestos en el cuadro 5.

Cuadro 11. Escala basada en el porcentaje de células moéviles

Valor descriptivo % células moviles
Muy buena 80-100% de células moviles
Buena 60-79% de células moviles
Regular 40-59% de células moviles
Mala Menos de 40% de células moviles

Adaptado de; Salisbury (1978), Hafez (1989) y Barth (2000).

c) Concentracion espermatica: Para determinar la concentracion
espermatica se realiz6 una dilucion 1:200, es decir se mezclé 10ul de
semen puro en 2 ml de solucion salina formolada; con la ayuda del vortex
se homogeniz6 la muestra, posteriormente se procedio a colocar 10ul de
la dilucion en la cAmara de Newbauer, a continuacién se lleva la camara

al microscopio donde se observa con el lente de 40X.

Para realizar la contabilizacibn se procede a contar las cabezas de los

espermatozoides observados en 5 cuadros, del cuadro central grande y se

aplico la siguiente formula.

CE = n x 200 x 10 x 5000 x 1000
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Donde,

n = Numero de células contadas

200 = Factor de dilucion

10 = Por ser la altura de la camara de 0.1
5000 = Superficie empleada en mm3

1000 = NUmero de espermatozoides/mms3

El resultado obtenido de la concentracion espermética fue en millones/ml

d) Morfologia: Para llevar a cabo la evaluacion morfologica se evalué un
total de 100 espermatozoides por muestra, con el fin de determinar el
porcentaje de anormalidades.

Se utilizé la tincion vital eosina nigrosina, colocando en el extremo de un
porta objetos atemperado a 37°C, una gota de 10ul de nigrosina, una

gota de 20ul de eosina y una gota de semen de 10ul, se mezclé y se dejo
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reposar por 30 segundos, seguidamente a esto se realizé el extendido
con la ayuda de otro porta objetos igualmente atemperado, se deja secar
por un minito; posteriormente se coloca una gota de aceite de inmersion

y se lleva al microscopio para observar con el lente de 100X.

e) Vitalidad: En la evaluacion del porcentaje de vitalidad se contabilizd un
namero de 100 espermatozoides por muestra. Para realizar el extendido
del semen igualmente colocamos una gota de nigrosina y dos gotas de
eosina en el extremo de un porta objetos, y con la ayuda de otro porta
objetos atemperado, se hace el extendido de la muestra, la cual debe ser
fina y uniforme, dejamos secar por un minuto colocamos una gota de
aceite de inmersién y llevamos al microscépico para observar con el lente
de 100X; los espermatozoides vivos no se tifieron, mientras que los

espermatozoides no viables o muertos tomaron una coloracién rosada.

3.4. RECOLECCION Y TRANSPORTE DE LOS TESTICULOS

Se recolecto los testiculos de 50 toros, en 10 visitas al camal municipal de

Loja, de diferentes razas y con una edad estimada entre los dos y 4 afios.

Los pasos seguidos para la recoleccion de los testiculos fueron:

v' Recoleccion de las bolsas escrotales (con sus dos testiculos
incluidos).
v' Cada bolsa escrotal fue limpiada con toallas de papel y se coloco

cada una de ellas dentro de bolsas plasticas selladas e identificadas,
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y estas a su vez se colocaron en una caja de icopor a temperatura
inicial de 35°C. Para lograr los 35°C se usaron bolsas plasticas con
agua tibia, sobre las cuales se dispusieron rollos de papel periédico
como aislantes y sobre estos se ubicaron las bolsas escrotales para el
transporte de las muestras hacia el laboratorio.

v’ Cada bolsa escrotal fue identificada con el ndmero correlativo
correspondiente al orden en que fueron recolectadas, ademas de la

fecha y hora de la recoleccion.

3.5. OBTENCION DE ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS

Los testiculos bovinos recolectados en el Camal Municipal de Loja, fueron
procesados en el Laboratorio de Reproductiva Animal de la carrera de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional de Loja. Los
espermatozoides epididimarios se recolectaron segun los protocolos
referidos por los Doctores. G. Flores-Foxworth y B. Foxworth de la
Universidad de Texas A&M (EE.UU.), que consiste en el lavado por flujo

retrogrado y desmenuzamiento del epididimo.

3.5.1. Protocolo 1; Lavado de epididimo mediante flujo retrogrado

1. Se removié el escroto, la tdnica serosa testicular y los vasos

sanguineos con un bisturi y tijeras. Los vasos deferentes y la cola del
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epididimo se diseccionaron mediante el uso de implementos y
técnicas asépticas.

El epididimo ya separado del testiculo, se colocé en una caja de Petri,
con lactato de ringer precalentada a 37°C (en la platina térmica) con
el fin de lavar los residuos de sangre que quedasen y se mantuvo la
porcion libre de los vasos deferentes firmemente.

. Se localizé la porcion mas cercana de la zona media de la cola del
epididimo. Alli se realiz6 un corte transversal con el bisturi, justo antes
que el diametro del epididimo se reduce, para obtener la mayor
cantidad de espermatozoides posibles.

. Se colocé una de las agujas (calibre 20, 21, 22, o 23, segun el
diametro interno de cada vaso deferente) dentro del lumen de la
porcion libre del vaso deferente. Se adapté una jeringa de 10 — 15 ml
llena con “medio de lavado PBS “ a 37°C, y con esta jeringa se
introdujo lentamente dentro del lumen de cada vaso deferente. En las
paredes de los vasos deferentes se colocé una pinza contra la aguja
para evitar pérdida del liquido de lavado por reflujo.

El fluido obtenido que contiene los espermatozoides epididimarios, se
centrifugo a (300g/5min.) para concentrar la muestra. El sobrenadante
obtenido se removio y fue descartado.

La concentracion obtenida se le realizo una predilucion con AndroMed

en proporciéon 1:1 a 37°C.



12

3.5.2. Protocolo 2; Recoleccion de espermatozoides mediante

desmenuzamiento del epididimo (Slicing)

1. El epididimo fue separado asépticamente del testiculo, se lo coloco en
una caja Petri con lactato de ringer a 37°C,con el fin de lavar los

residuos de sangre que quedasen

2. Posteriormente, fue completamente desmenuzada (cortada) en una

caja de Petri, que contenga 15 ml de medio PBS a 37°C.

3. El contenido de la caja Petri se succiond en una jeringa de 20 ml para
para luego ser filtrado a través de un filtro estéril, el mismo que fue

recogido en tubos falcén (15 ml).

4. El medio filtrado que contiene los espermatozoides epididimarios, se
centrifugd a una velocidad de (300g/5min.) para concentrar la

muestra. El sobrenadante obtenido se removié y fue descartado.

5. La concentracion obtenida se le realizo una predilucion con AndroMed

en proporciéon 1:1 a 37°C.

3.6. PROCESAMIENTO DEL SEMEN

3.6.1. Preparacion del diluyente

Se procedio de la siguiente manera:
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e Se vertié 2 ml de AndroMed en un tubo falcon graduado

e Se agregd al concentrado 8 ml de agua bidestilada, atemperada a
37°C a 38°C.

e Se mezclo bien con la ayuda del vortex (agitador mecanico), hasta

conseguir que la dilucion se homogenice.

Esta dilucidn se realizé para cada muestra de forma individual, la misma que

debe prepararse en bafio maria entre 35°C a 37°C.

3.6.2. Predilucion y examen del semen

Se realizd6 una predilucion del semen con el diluyente preparado, en
proporcion 1:1; para ello el diluyente debe tener la misma temperatura que el
esperma. Mientras se procede al examen microscopico, el semen debe

permanecer atemperado a 37°C, en la platina térmica.

3.6.3. Dilucién final del semen

Tras la evaluaciéon del semen se procedio inmediatamente a la dilucion final,
qgue seria 2 ml de semen prediluido mas 8 ml del diluyente preparado. Esta
dilucion final debe descender de temperatura pasivamente, hasta alcanzar la
temperatura de laboratorio (18°C a 22°C). Posteriormente se desciende la
temperatura con agua refrigerada (8°C — 10°C), se debe equilibrar la

temperatura por lo menos por 1 hora, seguidamente lo refrigeramos a 5°C.
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3.6.4. Evaluacion post refrigeracion

Se realiz6 la evaluacion de la motilidad individual post refrigeracion, cada 24
horas. De la muestra refrigerada a 5°C se tomo, 0.5 ml de semen diluido en
un tubo eppendorf, el mismo que fue atemperado a 37°C por 3 minutos en
bafio maria, seguidamente se retird el tubo del bafio maria, se lo secd con
una toalla de papel, luego se tomé 10ul de semen y se colocé en el porta
objetos tibio y colocamos el cubreobjetos, esta evaluacion se la realizo sobre

la platina térmica que tiene que estar en el microscopio.

Cuadro 12. Periodos de evaluacion post refrigeracion

Ml %
Hs 24 48 72 96 120
X

MI: Motilidad individual
Hs: Horas
X: Promedio

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

De la informacion obtenida, se procedié a calcular promedios, porcentajes, y
luego de ello se aplicO un Andlisis de Varianza, para determinar si hay
diferencia estadistica entre los dos métodos de estudio; posteriormente se
realizd una interpretacion de caracter descriptivo y explicativo, que permitio

llegar a las conclusiones presentadas en el presente trabajo.
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3.9. PRESENTACION DE RESULTADOS

Los resultados fueron analizados e interpretados, los mismos que se
presentan en cuadros Yy graficos estadisticos con su respectiva

interpretacion.



4. RESULTADOS

4.1. CARACTERISTICAS MORFOMETRICAS DE TESTICULOS Y

EPIDIDIMOS

Como dato adicional en todos los testiculos se evaluaron las medidas de

circunferencia escrotal (con los testiculos dentro de las bolsas escrotales),

ademas el largo, ancho y peso testicular, asi como la medicién del largo y

peso del epididimo. Los testiculos seleccionados para este estudio fueron de

50 toros, en edad reproductiva; los cuales tuvieron las medidas que se

presentan en el cuadro 13 y 14 respectivamente.

Cuadro 13. Caracteristicas morfométricas de los testiculos

Variable Minimo Maximo Media Desviacion Estandar
C.e(cm) 32,8 35 33,81 0,59
L.t (cm) 10,5 13 11,94 0,58
A.t (cm) 5 6,8 6,10 0,44
P. t (kg) 1,05 1,23 1,16 0,05

C. e: Circunferencia escrotal; L. t: Largo testicular; A. t: Ancho testicular; P.
t: Peso testicular

Cuadro 14. Caracteristicas morfométricas de los epididimos

Variable Minimo Maximo Media Desviacion Estandar
P. e (9) 60 65 62,76 1,42
L.e(cm.) 16 19 17,28 0,63

P. e: Peso de epididimo; L. e: Largo de epididimo
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4.2. CALIDAD DEL SEMEN OBTENIDO MEDIANTE LAVADO

RETROGRADO Y DESMENUZAMIENTO DEL EPIDIDIMO

4.2.3. Caracteristicas Macroscopicas

Cuadro 15. Resultados de la evaluacion macroscopica del semen obtenido

mediante lavado retrogrado.

Caracteristicas macroscopicas

UE Vol. (ml) Color Densidad Olor
f % X BLAm| % | Bl.Mrf| % | Cr.Dns % SG %
25 | 100 2 19 | 76 6 24 25 100 25 100

BI.Am: Blanco amarillento, BIl.Mrf: Blanco marfil, Cr.Dns: Cremoso denso,
S G: Sui géneris

Como apreciamos en el cuadro 15, en 25 UE se obtuvo un promedio de 2 ml
de semen epididimario, 19 UE de las 25 presentaron una coloracién Blanco
amarillento que representa el 76% y 6 UE Blanco marfil que representa el
24% del total de las muestras; todas las muestras presentaron una densidad

cremosa densa y olor sui géneris que representan el 100% del grupo

analizado.
100 100 100
76
25 19 24 25 25
2 6
f | % | |BI.Am| % |BI.Mrf| % |Cr.Dns| % |SG| %
UE Vol. Color Densidad Olor
(ml)
Caracteristicas macroscépicas

Figura 10. Caracteristicas Macroscopicas del semen obtenido mediante
lavado retrégrado.
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Cuadro 16. Resultados de la evaluacién macroscopica del semen obtenido

mediante desmenuzamiento del epididimo (slicing).

Caracteristicas macroscopicas
UE Vol. (ml) Color Densidad Olor
f| % X BLAm | % | Bl.Mrf | % | BL.LRjz | % | Cr.Dns | % |SG %
25| 100 2,2 18 |72 4 |16 3 |12]| 25 |100|25| 100

Bl.LAm: Blanco amarillento, Bl.Mrf: Blanco marfil, Bl.Rjz: Blanco rojizo
Cr.Dns: Cremoso denso, S G: Sui géneris

En el cuadro 16 se indica las caracteristicas macroscépicas del semen
obtenido mediante desmenuzamiento del epididimo (slicing), donde se
obtuvo un promedio de 2,2ml, 18 UE de las 25 presentaron un color Blanco
amarillento lo que representa 72%, 4 UE presentaron un color Blanco marfil
que constituye el 16%, 3 UE mostraron una coloracién Blanco rojiza que
representa el 12%; igualmente que el grupo anterior todas las muestras
demostraron una densidad cremosa densa de olor sui géneris que

representa el 100% del total del grupo analizado.

100 100 100
72
25 25 25
18 16
— 12
2,2 4 3
-l R E | R | €| ® | x| R 2 | R | 0| r
< = « a v
o = m 5
UE Vol. Color Densidad Olor
(ml)
Caracteristicas macroscopicas

Figura 11. Caracteristicas macroscépicas del semen obtenido mediante

desmenuzamiento del epididimo (slicing).
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4.2.4. Caracteristicas Microscoépicas

Cuadro 17. Resultados de la evaluacién microscépica del semen obtenido
mediante lavado retrégrado.

Variable Tiempos de recoleccion post mortem
2h 4h 8h 10h 24h
Motilidad Masal % 86 76 56 48 42
Motilidad individual % 76 66 47 41 29
Vivos % 86 76 63,4 51 34
C.Espx10°/ml 69 67 56,2 62,8 65,2
Esp. Anormales % 7,4 8,2 8 6,6 9,4

C.Esp: Concentracion de Espermatozoides;

En el cuadros 17 se puede observar que luego de haber realizado el analisis
microscopico de cada uno de los grupos del protocolo uno (lavado
retrogrado), se obtuvo los promedios de cada uno de ellos; en cuanto a la
motilidad masal del grupo uno a 2h post mortem se obtuvo un 86%, en el
grupo dos a 4h un 76%; en el grupo tres a 8h un 56%; en el grupo cuatro a

10h un 48% y en el grupo cinco a 24h se obtuvo un 42% de células méviles.

En lo que se refiere a la motilidad individual 2h post mortem se obtuvo un
promedio de 76%; a las 4h un 66%; a 8h un 47%; a 10h un 41% y a las 24h
post mortem se obtuvo un 29% de células con movimiento progresivo

rectilineo que fueron capaces de atravesar el campo 6ptico observado.

Para el porcentaje de espermatozoides vivos se obtuvo un 86% para el

grupo uno a 2h post mortem; 76% para el grupo dos a 4h; 63.4% para el
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grupo tres a 8h; 51% en el grupo cuatro a 10h; y 34% para el grupo cinco a

24h post mortem.

En lo referente a la concentracion espermatica dada en millones de
espermatozoides por ml (x10° spz/ml), se obtuvo los siguientes promedios;
para el grupo uno a 2h post mortem 69 x10° spz/ml; para el grupo dos a 4h
67x10° spz/ml ; en el grupo tres a 8h 56.2 x10° spz/ml; en el grupo cuatro a
10h 62.8 x10° spz/ml y para el grupo cinco a 24h post mortem se obtuvo

65.2x10° spz/ml.

En cuanto al porcentaje de espermatozoides anormales luego del estudio
realizado se obtuvo para el grupo uno a 2h post mortem un promedio de
7,4%; para el grupo dos a 4h 8,2%; en el grupo tres a 8h 8%, 6.6% para el

grupo cuatro a 10h y 9.4% en el grupo cinco a 24h post mortem.

Cuadro 18. Resultados de la evaluacién microscépica del semen obtenido

mediante desmenuzamiento del epididimo (slicing).

Variable Tiempos de recoleccion post mortem

2h 4h 8h 10h 24h
Motilidad Masal % 84 72 54 46 40
Motilidad individual % 74 64 46 36 28
Vivos % 82,6 72,2 57,6 49,2 34
C.EspX10%/ml 67 67 56,2 58,6 61,8
Esp. Anormales % 9,4 8 10,6 9,8 10,4

C.Esp: Concentracion de Espermatozoides
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Los datos presentados en el cuadro 18, indican que luego de haber
realizado el analisis microscépico de cada uno de los grupos del protocolo
dos (desmenuzamiento del epididimo), se obtuvo los promedios de cada uno
de ellos; en cuanto a la motilidad masal del grupo uno a 2h post mortem se
obtuvo un 84%, en el grupo dos a 4h, un 72%; en el grupo tres a 8h un 54%;
en el grupo cuatro a 10h un 46% y en el grupo cinco a 24h se obtuvo un 40%

de células moviles.

En lo que se refiere a la motilidad individual 2h post mortem se obtuvo un
promedio de 74%; a las 4h un 64%; a 8h un 46%; a 10h un 36% y a las 24h
post mortem se obtuvo un 28% de células con movimiento progresivo
rectilineo que fueron capaces de atravesar el campo Optico observado.

Para el porcentaje de espermatozoides vivos se obtuvo un 82.6% para el
grupo uno a 2h post mortem; 72.2% para el grupo dos a 4h; 57.6% para el
grupo tres a 8h; 49.2% en el grupo cuatro a 10h; y 34% para el grupo cinco a

24h post mortem.

En lo referente a la concentracion espermatica dada en millones de

espermatozoides por ml (x10° spz/ml), se obtuvo los siguientes promedios;
para el grupo uno a 2h post mortem 67 x10° spz/ml; para el grupo dos a 4h
67x10° spz/ml ; en el grupo tres a 8h 56.2 x10° spz/ml; en el grupo cuatro a
10h 58.6 x10° spz/ml y para el grupo cinco a 24h post mortem se obtuvo

61.8x10° spz/ml.
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En cuanto al porcentaje de espermatozoides anormales luego de realizado el
analisis se obtuvo para el grupo uno a 2h post mortem un promedio de 9.4%;
para el grupo dos a 4h 8%; en el grupo tres a 8h 10.6%; 9.8% para el grupo

cuatro a 10h y 10.4% en el grupo cinco a 24h post mortem.

Cuadro 19. Resultados estadisticos de las caracteristicas microscépicas

segun Protocolo.

Parametro evaluado Protocolo uno Protocolo dos
Motilidad masal % 61,62 59,22
Motilidad individual % 51,82 49,62
Espz. vivos% 62,082 59,12b
C.Espzx10%/ml 64,042 62,12b
Espz. Anormales % 7,92b 9,642

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

Protocolo uno: Lavado retrégrado
Protocolo dos: Desmenuzamiento del epididimo

C.Espz: Concentraciéon de Espermatozoides

Los datos presentados en el cuadro 19; indican que en cuanto a la motilidad
masal y la motilidad individual no son significativamente diferentes (p> 0,05),
en lo referente al porcentaje de espermatozoides vivos y concentracion
para el

espermatica, el protocolo uno es estadisticamente superior;

porcentaje de espermatozoides anormales el protocolo dos es

significativamente superior al protocolo uno.
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Cuadro 20. Resultados estadisticos de las caracteristicas microscopicas de

acuerdo al tiempo de recoleccion de las muestras en los Protocolos.

Parametro evaluado Gl G2 G3 G4 G5
Motilidad masal % 85a 740 55¢ 474 41e
Motilidad individual % 752 65P 46,5¢ 38,54 28,5¢

Espz. vivos% 84,32 74,10 60,5¢ 50,14 34e
C.Espzx10°ml 682 672 56,2b 60,720 | 63,52b
Espz. Anormales % 8,42 8,12 9,32 8,22 9,92

(a a c d e) Medias con una letra comdn no son significativamente

diferentes (p > 0,05) en la misma fila.

Gl Recuperacion de espermatozoides a 2h post mortem
G2 Recuperacion de espermatozoides a 4h post mortem
G3 Recuperacion de espermatozoides a 8h post mortem
G4  Recuperacion de espermatozoides a 10h post mortem

G5 Recuperacion de espermatozoides a 24h post mortem

El cuadro 20 nos indica, que en lo referente a la motilidad masal, motilidad
individual y espermatozoides vivos, existe diferencia estadistica donde el
primer grupo es estadisticamente superior en primer lugar, luego le sigue el
grupo dos, tres, cuatro y en ultimo lugar el grupo cinco; en cuanto a la
concentracion espermatica y espermatozoides anormales los resultados no
son significativamente diferentes (p > 0,05) en el grupo uno y dos; no
obstante para la concentracion espermatica en el grupo tres, cuatro y cinco
existe diferencia estadistica; lo que no es asi para el porcentaje de
espermatozoides anormales, como se puede observar en el cuadro antes
mencionado no

existe una diferencia significativa entre los grupos de

estudio.
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4.2.5. Calidad del semen post refrigeraciéon a distintos tiempos de

evaluacion.

El porcentaje de motilidad individual se evalué cada 24h, del semen obtenido
mediante lavado retrogrado y desmenuzamiento del epididimo (slicing). En el
cuadro 21, se indica los porcentajes de motilidad individual obtenidos al

realizar la evaluacion post refrigeracion cada 24h.

Cuadro 21. Porcentaje de Motilidad Individual evaluada cada 24h post

refrigeracion, del semen obtenido mediante lavado retrogrado. (Protocolo 1)

Porcentaje de Motilidad Individual

Tiempo de colecta Tiempos de evaluacion
post mortem 24h 48h 72h 96h 120h
2 horas post mortem 69 57 46 37 26
4 horas post mortem 55 45 34 22 8
8 horas post mortem 37 22 0 0 0
10 horas post mortem 25 0 0 0 0
24 horas post mortem 0 0 0 0 0

Porcentajes promedios de M.l post refrigeracion

26

B

24h 48h 72h 96h 120h

B 2 horas post mortem M4 horas post mortem M 8 horas post mortem

M 10 horas post mortem H 24 horas post mortem

Figura 12. Promedios del porcentaje de M.l evaluada cada 24h post

refrigeracion, del semen obtenido mediante lavado retrogrado.
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La figura 12 muestra los promedios de los porcentajes de motilidad individual
post refrigeracion, en la cual nos indica claramente que los mejores
resultados se obtuvieron en el grupo uno 2h post mortem durante las 24,48 y

72 horas; y el grupo dos a 4 horas post mortem durante las 24 y 48 horas.

Cuadro 22. Porcentaje de Motilidad Individual evaluado cada 24h post
refrigeracion del semen obtenido mediante desmenuzamiento del epididimo

(Protocolo 2).

Porcentaje de Motilidad Individual
Tiempo de colecta Tiempos de evaluacion
post mortem 24h 48h 72h 96h 120h
2 horas post mortem 64 52 41 30 20
4 horas post mortem 54 44 32 16 0
8 horas post mortem 37 18 0 0 0
10 horas post mortem 26 0 0 0 0
24 horas post mortem 0 0 0 0 0

Porcentajes promedios de M.l post refrigeracion

24h 48h 72h 96h 120h

B 2 horas post mortem ® 4 horas post mortem M 8 horas post mortem

M 10 horas post mortem M 24 horas post mortem

Figura 13. Promedios del porcentaje de M.l evaluada cada 24h post

refrigeracion, del semen obtenido mediante desmenuzamiento del epididimo.
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Como se observa en la figura 13, al igual que en la figura 16, los mejores
resultados se obtuvieron en los dos primeros grupos, es decir a las 2 horas y
4 horas post mortem, pero en menor porcentaje que el protocolo uno (lavado

retrogrado).

Cuadro 23. Resultados estadisticos de los promedios de Motilidad Individual

en los protocolos post refrigeracion

PORCENTAJE DE MOTILIDAD INDIVIDUAL POST REFRIGERACION

Motilidad individual en Protocolo uno Protocolo dos
horas
24h 37,22 36,22
48h 24,82 22,82
72h 162 14,62
96h 11,82 9,2a
120h 6,82 4b

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

Como podemos observar en el cuadro 23, nos muestras una comparacion
de los resultados de la motilidad individual post refrigeracion entre los dos
protocolos de estudio, los mismos que indican que hay una diferencia

estadistica pero no es significativa (p > 0,05).
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Cuadro 24. Resultados estadisticos de los promedios de motilidad individual

post descongelacion de acuerdo al tiempo de obtencién de la muestra

Tiempo de colecta % de Motilidad Individual cada 24 horas

post mortem 24h 48h 72h 96h 120h
2h 66,52 54,52 43,52 33,52 23a

4h 54,5 44,5b 330 19p 4b

8h 37¢ 20¢ Q0c Qc Qop

10h 25,54 0d QOc Qc Qp

24h Qe 0d 0c Qc Qop
Promedio 36,6 23,8 15,3 10,5 4,6

(a b ¢ d e) Medias con una letra comin no son significativamente

diferentes (p > 0,05) en la misma fila

El cuadro 24 nos indica que el porcentaje de motilidad individual fue
estadisticamente superior a las 24 horas post refrigeracién en el grupo uno a
2 horas post mortem, seguido del grupo dos a 4 horas post mortem, grupo
tres, grupo cuatro y por ultimo el grupo cinco a 24 horas post mortem en el
cual no se mostré una motilidad individual en las células esperméticas; es
notable que a partir de las 48 horas post refrigeracion el porcentaje de
motilidad individual desciende considerablemente; por ende en el mismo se
observa que existe una diferencia estadistica significativa (p<0,05), entre los

periodos de evaluacion post refrigeracion de los grupos de estudio.



5. DISCUSION

5.1. CARACTERISTICAS MORFOMETRICAS DE TESTICULOS Y

EPIDIDIMOS ESTUDIADOS

Dentro de las caracteristicas morfométricas de testiculos y epididimos en el
estudio realizado, se obtuvo medias de 33,81 cm para circunferencia
escrotal; 11,94 cm para largo testicular; 6,10 cm para ancho testicular y de
1,2 Kg de peso testicular entre ambos testiculos; 62,76 g para el peso del
epididimo y 17,28 cm de largo de epididimo, datos que se relacionan a los
sefalados por Bearden J. (1980), donde indica que el peso de cada testiculo
esta alrededor de los 250 a 500 g, el largo testicular entre 11y 17cm vy el
ancho entre 5 a 8 cm, por otra parte Sudheer (2000), obtuvo promedios de
31,80 cm para circunferencia escrotal, 11,36 cm para el largo testicular; 5,56
cm para ancho o profundidad testicular; y 267,12 g para el peso de cada uno
de los testiculos; 1,96 cm de largo de la cola del epididimo y 30,06 g para el
peso de la cola epididimaria, asi mismo, Rodriguez y col. (2000), obtuvo
promedios para circunferencia escrotal de 31,25 cm, peso de la cola

epididimaria 32 g y 16,63 cm para el largo del epididimo.

5.2. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

Entre de las caracteristicas macroscopicas encontradas en las 50 muestras

analizadas, se obtuvo un volumen promedio de 2,2 ml, lo cual es confirmado
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por Barrios (2002) y Rodriguez (2000), donde indican parametros de 2 y 4ml
respectivamente; por otra parte Sanchez y col. (2010), en un estudio
realizado en 28 toros de lida post mortem obtuvo medias de 0.36 y 0.96ml,

dichos resultado es inferior al encontrado.

El color de las muestras de semen colectado de los epididimos de 37 toros
post mortem mostraron una coloracién blanco amarillento, una coloracion
blanco marfil 10 toros y una coloracion blanco rojizo 3 toros; Palacio (2005),
seflala que la coloracion normal del semen debe de ir de un blanco
amarillento a un blanco marfil, colores rojizos son sefial de mezcla con
sangre fresca, por ende podemos determinar que la coloracion blanca rojiza
gue se obtuvo en nuestro estudio se debid principalmente a la mezcla de
sangre, en el momento de realizar el desmenuzamiento o corte del
epididimo, debido a la presencia de capilares demasiado pequefios, lo cual
fue la causa de esta coloracion. Por su parte Barth A (2000) obtuvo una

coloracion blanquecina o ligeramente amarillenta.

En cuanto al olor, todas las muestras se calificaron como sui géneris, datos
que hace referencia a Barth A (2000); asi mismo lo confirma Lépez J.

(2014).

En lo que se refiere a la densidad, todas las 50 muestras presentaron una
consistencia cremosa densa, en un estudio realizado por Rodriguez J.

(2000), con toros mestizos, demostro que una densidad cremosa densa esta
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dada por la concentracidbn espermatica, la cual presenta entre 15 a
40x10°spz/ml, lo que es suficiente para promover 20 eyaculados normales
consecutivos; por su parte Baracaldo M (2007), confirma que la densidad de
un semen cremoso, granular puede contener alrededor de 750 o 1000

millones de spz/ml 0 mas, la misma que es calificada como muy buena.

5.3. CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

En lo que respecta a las caracteristicas microscopicas se tomaron en cuenta
las medias de cada uno de los grupos, tanto para el protocolo de lavado
retrogrado (P1) como para el protocolo de desmenuzamiento del epididimo
(P2). Es asi que para el primer grupo a 2h post-mortem se obtuvo medias de
86%(P1) y 84%(P2), de motilidad masal, dichos porcentajes son menores a
los obtenidos por (Chavez M. 2008), quien obtuvo mediante lavado
retrogrado un 90% de motilidad masal, en toros de lidia; con un valor
descriptivo muy bueno; para el segundo grupo a 4h post mortem 76% (P1) y
72% (P2), con un valor descriptivo bueno; el tercer grupo a 8h post-mortem
se obtuvo un 56% (P1) y 54% (P2), y a las 10h y 24h se tuvo una media de
motilidad masal de 40% a 48% de células, con un valor descriptivo regular;
dichos valores descriptivos estan de acuerdo a los valores de referencia
presentados por Hafez (1989) y Baracaldo (2007), quienes sefialan valores
descriptivos, muy bueno de 80-90%, bueno de 60-79%, regular de 40-59% vy

mala menos de 40%.
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En cuanto a la motilidad individual se encontré valores promedios, en el
primer grupo a 2h post mortem 76% (P1) y 74%(P2); valor que son menores
a los encontrados por Chavez M. (2008), de 80% ; para el segundo grupo a
las 4h post- mortem se obtuvieron valores de 66% (P1) y 64% (P2), datos
que hacen referencia a los obtenidos por Sanchez y col. (2010), quien
obtuvo medias de 60+6.1% de motilidad individual, realizado en un estudio a
28 toros de lidia post-mortem, con un valor descriptivo bueno; en el tercer
grupo a las 8h post-mortem 47% (P1) y 46% (P2) regular; y a las 10h y 24h
post-mortem se obtuvo valores de 28% y 41% respectivamente, que nos da
un valor descriptivo malo de acuerdo a los porcentajes referidos por Hafez
(1989) y Barth (2000). Las lecturas de motilidad individual que se hicieron
tanto para el protocolo de lavado retrogrado como para el protocolo de
desmenuzamiento del epididimo, no mantuvieron un patron uniforme; esto
pudiera relacionarse con la variabilidad entre toros de matadero, no
reproductores, y mas auln en este estudio en el que desconocemos el origen
especifico de esos machos destinados al consumo y que entendemos no
tuvieron una dieta adecuada lo que pudiera haber afectado, de alguna

manera su capacidad reproductora. Albers M y Barrios D (2006).

En lo referente al porcentaje de espermatozoides vivos, encontramos a las
2h 86% (P1) y 82.6% (P2); a las 4h 76% (P1l) y 72.2% (P2), datos se
relacionan a los obtenidos por Chavez M. (2008), quien en su estudio

determino porcentajes de 70% y 80%; valores de referencia encontrados por



92

Morillo y col. (2012), quien comenta que el porcentaje minimo aceptable para

espermatozoides vivos debe alcanzar el 70%.

Segun Barrios (2002), demuestra que la cantidad de espermatozoides varia
entre las porciones del epididimo en diferentes razas de toros, en las cuales
encontr6 de 40 a 72x10°%spz/ml; estos valores coinciden con los
encontrados en el estudio que fue de 56,2 a 69x10°espz/ml; superiores a los
encontrados por Rodriguez (2000) de 15 a 40x10°espz/ml; por su parte
Castro y col (2009) encontr6 promedios de espermatozoides colectados de
la cola de los epididimos de 1,7 x 10%espz/ml, siendo el minimo de 0,26 X
10%espz/ml y el maximo de 4,2 x 10°espz/ml. En otros estudios Sanchez y
col. (2010), obtuvo una concentracion espermatica de 380.5x10° espz/ml,
datos que son inferiores a los obtenidos por Chavez M. (2008), de 600 a

1800x10%espz/ml.

En cuanto a la morfologia el porcentaje de espermatozoides anormales fue
de 7.92% para el protocolo 1 y de 9.64% para el protocolo 2. Catena M.
(1999) y Barth A. (2000) confirman que el total de anormalidades no debe
superar el 30%; cuando hay pocas anormalidades es suficiente contar 100
espermatozoides y cuando encontramos gran cantidad es recomendable

contar 300 o mas.
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5.3.1. Evaluacion de la motilidad individual post refrigeracion

Castro y col (2009) estudiaron la viabilidad de espermatozoides de toros,
colectados de epididimos refrigerados a 4 °C, 24 horas después del
sacrificio y encontraron resultados similares al de semen eyaculado. El
promedio de la motilidad individual fue de 60,2% ; Sin embargo, para los
espermatozoides evaluados a 24 horas después, post refrigeracion los
resultados fueron inferiores, con una motilidad de 10%. En nuestro estudio
los mejores resultados se obtuvieron en los grupos uno y dos, tanto para el
protocolo uno como para el protocolo 2; es asi que a las 24h se determiné
un porcentaje de 69% (G1) y 55% (G2), (P1); y de 64% (G1) y 54% (G2),
(P2), a las 48 h se obtuvo un porcentaje de 57% (G1) y 45% (G2), (P1); y de
52% (G1) y 44 %(G2), (P2), los grupos 3,4,5 no presentaron motilidad
individual. Martins C. et al. (2009) determiné que después de las 48h de
almacenamiento en refrigeracion, se produce una disminucion total de la
motilidad, lo que hace referencia a los resultados obtenidos en este trabajo.
Por otra parte asi lo confirma Anel L, (2002), donde menciona que
dependiendo del intervalo entre la recuperacion de los espermatozoides y la

muerte , la motilidad espermatica disminuira significativamente entre las 48h.



6. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados de la investigacion se puede llegar a las

siguientes conclusiones:

» Las muestras obtenidas mediante el protocolo de lavado retrégrado
obtuvieron mejores resultados que el protocolo de desmenuzamiento
del epididimo (slicing), aunque estos no son significativamente

diferentes.

» Los resultados obtenidos mediante desmenuzamiento del epididimo
en este estudio, son datos preliminares, ya que en la bibliografia
revisada no se mencionan trabajos realizados por este procedimiento;
sino mas bien solo lo describen como un método para obtener

espermatozoides epididimarios post mortem.

» Las muestras de semen con mejores resultados en su lectura fue en
primer lugar el grupo 1 a 2h post mortem, seguido del grupo 2 a 4h

post mortem y el grupo 3 a 8h post mortem.

» Los espermatozoides recolectados del epididimo de toros post
mortem mostraron sobrevivencia, aunque tienen menor movilidad que

los del semen bovino recolectado por métodos convencionales.
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» Los método de recoleccidn utilizados fueron eficientes y repetibles,
aungue se necesita mayor investigacion para determinar la influencia
que estos meétodos pudieran tener sobre la cantidad y calidad de
espermatozoides epididimarios recolectados de animales post

mortem.

» ElI mejor periodo de conservacion en refrigeracion de semen
epididimario recolectado entre las 2h y 4h post mortem, se encuentra
entre las 24h y 48h, pasado este periodo la motilidad individual

desciende significativamente.



7. RECOMENDACIONES

Los resultados de la investigacion nos han permitido realizar las siguientes

recomendaciones:

» Para la obtencion de semen epididimario post-mortem, se recomienda

utilizar el protocolo de Lavado Retrégrado.

» Se debe evitar cambios bruscos en la temperatura, durante el

transporte y la conservacion de las muestras.

» Si se va a refrigerar semen proveniente de los epididimos, se
recomienda que el lapso de tiempo entre la recoleccion de los
testiculos, hasta la obtencion de los espermatozoides en el

laboratorio, sea lo mas pronto posible.

» Se recomienda realizar mas estudios sobre estos métodos de
recuperacion espermatica para determinar mejor la calidad de los

espermatozoides.
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» Se recomienda realizar estudios sobre los medios de colecta de
espermatozoides epididimarios y sobre el efecto que estos pudiesen

tener ante el esperma.
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TESIS: “ESTUDIO DE DOS METODOS DE COLECTA DE
ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS EN TOROS POST MORTEM”
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9.2. FOTOS DEL TRABAJO DE CAMPO

Figura 14. Transporte de testiculos

Figura 15. Medicion de circunferencia escrotal y de largo de epididimo.
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Figura 17. Separacion del epididimo
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Figura 19. Epididimo desmenuzado (slicing)
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Figura 21. Tincion y frotis de placa con eosina 2% y nigrosina 4%

Figura 22. Visitas de campo al lugar de investigacion
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Figura 23. Evaluacion de la concentracion

Figura 24. Vitalidad

Figura 25. Espermatozoides anormales
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Cuadro 25. Resultados del estudio de semen obtenido mediante lavado

retrogrado

Resultados de la evaluacién seminal, obtenido mediante lavado retrogrado de epididimos en toros post

mortem

£oE | ElE |E £ = = .
R 2 s (aet| 5 | | 5|22 |%|5]zE
memeo |5 SSEHEEEBREIRE T 3 (83)7\8|2EE
28871 % | 3| 3 3 =T w|T g

S 45 gle | 2 2 ©
1 34 12 63| 1,19 64 17 2(Bl.Am |Cr.Dns |SG| 90| 80| 85| 70 8
2horas 2| 335 12 6 1,12 62| 17,5 1,8/B.Am |Cr.Dns |SG| 80| 70| 80| 71 5
post 3 34| 12,8 6,3] 1,18 63 17 2|Bl.Am |Cr.Dns | SG| 90| 80| 90| 69| 10
mortem | 4 33| 11,8 58] 1,08 61 16| 1,5/Bl.Am |Cr.Dns | SG| 90| 80| 90| 70 5
5 34 12 6 1,2 64 17,5 2[BIl.LAm |Cr.Dns [SG| 80| 70| 85| 65 9
6| 33,5 11,8 6,5 1,12 62| 17,5 1,8/Bl.Am |Cr.Dns | SG| 80| 70| 75| 58| 12
4horas 7l 32,8/ 11,5 55 1,05 60 16| 1,8/Bl.Am |Cr.Dns [ SG| 80| 70| 80| 70 9
post 8| 336 12 6 1,14 62| 17,5 2,5(Bl.Am |Cr.Dns | SG| 70| 60| 75| 72 7
mortem | 9 33| 11,5 571 11 61 16| 1,5(Bl.Am |Cr.Dns [SG| 70| 60| 70| 65 5
10 34| 12,5 65 1,2 64| 17,3| 2,5(Bl.Am |Cr.Dns [SG| 80| 70| 80| 70 8
11| 33,5] 10,5 6 1,2 61| 17,5 2[Bl.Am |Cr.Dns | SG| 60| 50| 63| 60 9
8horas | 12 34 12 6 1,18 63 17 2|Bl.Marf |Cr.Dns | SG| 50| 45| 61| 58| 10
post 13 35 12,5 6,5 1,23 65 17| 2,5|Bl.Marf |Cr.Dns | SG| 60| 50| 68| 48| 12
mortem | 14 34 12 63| 1.2 64 18 2[BlLAm |Cr.Dns |SG| 50| 40| 65| 50 4
15[ 33,8 12| 58 1,19 63 17 2[BlLAm |Cr.Dns [SG| 60| 50| 60| 65 5
16 35| 12 6,5 1,23 65 18| 2,5|Bl.LAm |Cr.Dns | SG| 50| 40| 53| 48 3
10horas | 17 33| 11,5 6 11 61 16| 1,5/Bl.Marf |Cr.Dns | SG| 50| 40| 54| 55 8
post 18| 33,5 11f 53] 1,12 62| 17,5 2|Bl.LAm |Cr.Dns | SG| 40| 40| 45| 71 7
mortem | 19| 33,6 11,8 6,5 1,15 62| 16,5 1,8/B.LAm |Cr.Dns | SG| 50| 45| 53| 70 6
20 331 111 63 11 61 17 2[Bl.LAm |Cr.Dns | SG| 50| 40| 50| 70 9
21 34 12 68 1,2 64 17| 2,5|Bl.Marf |Cr.Dns | SG| 40| 30| 40[ 65| 10
24horas | 22| 34,3] 12,3 65 1,2 64| 17,6 2|Bl.Marf |Cr.Dns | SG| 40| 30| 35| 68 9
post 23 33| 11,8 6,5 1,09 61 16| 1,8/BLAm |Cr.Dns | SG| 40| 25| 30[ 70 8
morttem| 24| 33,5 12,5 68 1,12 62 17 2[BlLAm |CrDns |SG| 50, 30| 30| 55| 13
25| 33,8 12,3 6 1,18 63 17| 2,5|Bl.Marf |Cr.Dns | SG| 40| 30| 35| 68 7
X total 33,7 11,9 6,2 12| 62,6/ 170 2,0 62| 52| 62| 64| 7,92




Cuadro 26. Resultados del

desmenuzamiento del epididimo
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estudio de semen obtenido mediante

Resultados de la evaluacion seminal, obtenido mediante desmenuzamiento del epididimo en toros post

mortem
e~l5 |8 |5 =g | =
2EE 2 (3 [o82 B | 3| [s]elelns
Tiempo %Ea§é3é§§°§.§385 % 3 EEQ‘-SXL‘:E
g‘g‘g&‘;agv :g'-;i"fg 0 S 02'2-5109/52
e a® s |3 2w |3 a m| <
cug |g |a &8 |3
1 34{ 12,5 6 1,2 64 18| 2,5|Bl.Am |Cr.Dns | SG| 80 70| 85| 70 9
2 horas 2| 335|115/ 53| 1,08 63| 17,5 2|Bl.Am |Cr.Dns [SG| 80| 70| 75| 71 8
post 3 34| 12 6] 1,12 62 17 2|Bl.Am |Cr.Dns [ SG| 90| 80| 90[ 69| 11
mortem | 4 33| 11f 55| 1,18 60 17| 1,5|Bl.Am |Cr.Dns | SG| 90| 80| 83| 70[ 10
5 345 12 6] 12 64 18 2|Bl.Am |[Cr.Dns | SG| 80| 70| 80| 55
6] 34/ 123| 65 1,05 61f 17,5 2|Bl.Am |[Cr.Dns | SG| 70| 70| 75| 58
4 horas 7] 33,5 11,5 5 1,12 63 17| 2,5|Bl.Am |[Cr.Dns | SG| 80| 70[ 73| 70| 10
post 8 33,6| 11,5 5,7 1,14 62| 17,5 2(Bl.Rojz [Cr.Dns | SG| 70[ 60| 70| 72
mortem | 9 33| 10,5f 55 1,1 61 17| 1,5(Bl.Am |[Cr.Dns [ SG| 70[ 60| 68| 65
10 34| 12 6] 1,19 64| 17,5/ 2,5(Bl.Am |Cr.Dns | SG| 70| 60| 75| 70
11 34| 125 63| 1.2 64 18 2|Bl.Am |Cr.Dns [ SG| 60[ 50| 55| 60
8horas | 12| 34,5/ 12,8 6,5 1,18 64/ 17| 2,5|Bl.Marf |Cr.Dns [ SG| 60| 50| 60| 58 10
post 13 35( 13| 65 1,23 65 17| 2,3|Bl.Rojz [Cr.Dns | SG| 50| 40| 60 48| 12
mortem | 14 34 12 6 1,2 64 18 2|BI.LAm |Cr.Dns | SG| 50| 50| 63| 50[ 11
15 34/ 12 58 1,2 63 17 2|BI.LAm |Cr.Dns | SG| 50| 40| 50| 65| 13
16 35| 12,7 65 1,23 65 18| 2,5|BI.Am |Cr.Dns | SG| 50 40| 53| 48 5
10horas| 17| 33,5/ 11,5 55 1,1 60 17 2|Bl.Marf |Cr.Dns | SG| 50 40| 55| 55| 12
post 18 33] 11| 53| 1,12 62 19| 2,5|Bl.Am |Cr.Dns | SG| 50| 40| 45 65| 14
mortem | 19| 33,5/ 11,8 6] 1,15 62 18 2|BI.Am |Cr.Dns [SG| 40[ 30 43| 70 8
200 351125 65 11 63 18| 2,5|Bl.Am |Cr.Dns | SG| 40| 30| 50 55| 10
21| 345 12 6 1,2 64 18| 2,5|Bl.Marf |Cr.Dns | SG| 40| 30| 42| 48| 10
24horas | 22| 34| 12,5 65 1,2 64| 17,5 2(Bl.Rojz [Cr.Dns | SG| 40| 25 35| 68 8
post 23 33) 12 65 11 64 17 2|BILAm [Cr.Dns | SG| 40| 25| 30[ 70 9
morttem| 24| 33,5/ 12,5 6,5 1,12 61 17 2|BILAm |[Cr.Dns | SG| 40| 30 28| 55| 13
25 34( 12,5/ 68| 1,18 62 18| 2,5|Bl.Marf [Cr.Dns | SG| 40| 30| 35| 68 12
X total 339/ 120 6,0 12| 628 175 22 59| 50(59,1({62,1| 9,64
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Cuadro 27. Estadistica descriptiva para circunferencia escrotal y peso

testicular.

Circunferencia Escrotal (cm.)

Peso testicular (Kg.)

Media 33,81 1,1552
Error tipico 0,083995 0,007149939
Mediana 34 1,18
Moda 34 1,2
Desviacion estandar 0,59 0,050557706
Varianza de la muestra 0,3527551 0,002556082
Curtosis -0,2656486 -1,11458843
Coeficiente de asimetria 0,3588262 -0,317307356
Rango 2,2 0,18
Minimo 32,8 1,05
Maximo 35 1,23
Suma 1690,5 57,76
Cuenta 50 50

Cuadro 28. Estadistica descriptiva para el largo y ancho testicular.

Largo testicular (cm.)

Ancho testicular (cm.)

Media 11,94 6,10
Error tipico 0,079752679 0,061841799
Mediana 12 6

Moda 12 6,5
Desviacién estandar 0,563936601 0,44
Varianza de la muestra 0,31802449 0,191220408
Curtosis 0,387708497 -0,406839953
Coeficiente de asimetria -0,647815307 -0,503690609
Rango 2,5 1,8
Minimo 10,5 5
Maximo 13 6,8
Suma 597,2 305,1
Cuenta 50 50
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Cuadro 29. Estadistica descriptiva para peso y lardo de epididimo.

Peso Epididimo (gr.)

Largo Epididimo (cm.)

Media 62,76 17,28
Error tipico 0,20113961 0,089410313
Mediana 63 17,15
Moda 64 17
Desviaciéon estandar 1,42 0,63

Varianza de la muestra

2,022857143

0,399710204

Curtosis

-0,976928198

0,508775491

Coeficiente de asimetria

-0,265577905

-0,161163278

Rango 5 3
Minimo 60 16
Maximo 65 19
Suma 3138 863,9
Cuenta 50 50

Cuadro 30. Andlisis de la varianza de las caracteristicas microscoépicas del

semen bovino obtenido mediante los dos protocolos en estudio.

» Analisis de varianza para él % de motilidad masal (M.M)

Variable N R2 R2A] CV
M.M 50 0,94 0,92 8,11

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC s] CM F p-valor
Modelo. 13832,00 9| 1536,89 64,04 <0,0001
Protocolo 72,00 1 72,00 3,00 0,0910
Tiempo 13752,00 4 | 3438,00 143,25 <0,0001
Protocolo*Tiempo 8,00 4 2,00 0,08 0,9871
Error 960,00 | 40 24,00
Total 14792,00 | 49
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Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=2,80048
Error: 24,0000 gl: 40

Protocolo | Medias | n | E.E.
1 61,60 |25[/0,98 | A

2 59,20 [25|0,98 | A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=6,25738
Error: 24,0000 gl: 40

Tiempo | Medias | n | E.E.
1 85,00 |[10|155 A
2 74,00 |10|155| B
3 55,00 |10[1,55 C
4 47,00 |10|1,55 D
5 41,00 | 10| 1,55 E

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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=10,37280
Error: 24,0000 gl: 40

Protocolo | Tiempo | Medias | n | E.E.
1 1 86,00 [5|2,19|A
2 1 84,00 |5/2,19 | A
1 2 76,00 |5/2,19 /A B
2 2 72,00 |5]2,19 B
1 3 56,00 | 52,19 C
2 3 54,00 | 52,19 C
1 4 48,00 | 52,19 CD
2 4 46,00 | 52,19 CD
1 5 42,00 (512,19 D
2 5 40,00 | 52,19 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
» Analisis de varianza para €l % de motilidad individual (M.I)

Variable N RZ2 R2z2Aj] CV
M.l 50 0,94 0,93 9,20
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo |)

F.V. SC s] CM F p-valor
Modelo. 14630,50 9 1625,61 74,74 | <0,0001
Protocolo 60,50 1 60,50 2,78 0,1032
Tiempo 14543,00 4| 3635,75| 167,16 | <0,0001
Protocolo*Tiempo 27,00 4 6,75 0,31 0,8694
Error 870,00 | 40 21,75
Total 15500,50 | 49
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Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=2,66598
Error: 21,7500 gl: 40

Protocolo | Medias | n | E.E.
1 51,80 251093 | A
2 49,60 251093 | A

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

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,95685
Error: 21,7500 gl: 40

Tiempo | Medias | n | E.E.

1 7500 (10147 A

2 6500 [10/147| B

3 46,50 |10|1,47 C

4 38,50 |10 1,47 D
5 28,50 |10 1,47 E

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

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=9,87461
Error: 21,7500 gl: 40

Protocolo | Tiempo | Medias | n | E.E.
1 1 76,00 |5/2,09 A
2 1 7400 |[5|/2,09| A B
1 2 66,00 | 52,09 B C
2 2 64,00 | 52,09 C
1 3 47,00 | 52,09 D
2 3 46,00 | 52,09 D
1 4 41,00 | 52,09 D E
2 4 36,00 | 52,09 EF
1 5 29,00 |5]2,09 F
2 5 28,00 |5|2,09 F

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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» Analisis de varianza para él % de espermatozoides vivos (E.V)

Variable N Rz R2Aj CV
E.V 50 0,95 0,94 7,37
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 15774,80 9 1752,76 87,95 <0,0001
Protocolo 109,52 1 109,52 5,50 0,0241
Tiempo 15617,60 4 3904,40 | 195,91 <0,0001
Protocolo*Tiempo 47,68 4 11,92 0,60 0,6661
Error 797,20 | 40 19,93
Total 16572,00 | 49

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=2,55200
Error: 19,9300 gl: 40

Protocolo | Medias | n | E.E.
1 62,08 |25/0,89 | A
2 59,12 |[25]0,89| B

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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=5,70218
Error: 19,9300 gl: 40

Tiempo | Medias | n | E.E.
1 8430 |10|1,41 A
2 74,10 110|141 | B
3 60,50 101,41 C
4 50,10 |10 (1,41 D
5 34,00 101,41 E

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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=9,45244
Error: 19,9300 gl: 40

Protocolo | Tiempo | Medias | n | E.E.
1 1 86,00 |[5]2,00 ] A
2 1 82,60 |[5|/2,00|A B
1 2 76,00 | 52,00 B C
2 2 72,20 | 52,00 CD
1 3 63,40 | 512,00 D E
2 3 57,60 | 52,00 E F
1 4 51,00 | 52,00 F
2 4 49,20 | 52,00 F
1 5 34,00 | 52,00 G
2 5 34,00 | 52,00 G

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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» Andlisis de varianza para la concentracién espermética (C.e)

Variable N Rz R2Aj] CV

C.e 50 0,32 0,17 11,61

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 1010,48 9 112,28 | 2,09 0,0533
Protocolo 46,08 1 46,08 | 0,86 0,3595
Tiempo 927,48 4 231,87 | 4,32 0,0053
Protocolo*Tiempo 36,92 4 9,23| 0,17 0,9514
Error 2145,20 | 40 53,63
Total 3155,68 | 49

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,18631
Error: 53,6300 gl: 40

Protocolo | Medias | n | E.E.
1 64,04 251 1,46 | A
2 62,12 |25 |1,46 | A

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

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=9,35386
Error: 53,6300 gl: 40

Tiempo | Medias n | E.E.
1 68,00 10 | 2,32 |A
2 67,00 10 | 2,32 |A
5 63,50 10 | 2,32 |A B
4 60,70 10 | 2,32 |A B
3 56,20 10 | 2,32 B

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

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=15,50580
Error: 53,6300 gl: 40

Protocolo | Tiempo | Medias | n | E.E.
1 1 69,00 |[5]328 |A
2 1 67,00 | 5]328 |A
2 2 67,00 | 5] 328 |A
1 2 67,00 |[5]328 |A
1 3 6520 | 5] 328 |A
1 3 6280 |5]328 |A
2 4 61,80 |5]| 3,28 |A
2 4 5860 |5] 328 A
2 5 56,20 | 5] 328 |A
1 5 56,20 | 5] 3,28 |A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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» Analisis de varianza para él % de espermatozoides anormales
(E.A)

Variable N Rz R2Aj CV
E.A 50 0,25 0,08 27,83
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 79,78 9 8,86 1,48 0,1869
Protocolo 36,98 1 36,98 6,19 0,0171
Tiempo 24,68 4 6,17 1,03 0,4019
Protocolo*Tiempo 18,12 4 4,53 0,76 0,5583
Error 238,80 | 40 5,97
Total 318,58 | 49
Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,39674
Error: 5,9700 gl: 40
Protocolo | Medias | n | E.E.
2 9,64 251049 | A
1 7,92 251049 | B

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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=3,12086
Error: 5,9700 gl: 40

Tiempo | Medias n | E.E.
5 9,90 10 | 0,77 | A
3 9,30 10 | 0,77 | A
1 8,40 10 | 0,77 |A
4 8,20 10 | 0,77 | A
2 8,10 10 | 0,77 | A

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

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,17342
Error: 5,9700 gl: 40

Protocolo | Tiempo | Medias | n | E.E.
2 3 10,60 (5] 1,09 |A
2 5 10,40 |5]1,09 |A
2 4 9,80 511,09 | A
1 5 9,40 51109 | A
2 1 9,40 51109 | A
1 2 8,20 511,09 | A
1 3 8,00 51109 | A
2 2 8,00 511,09 | A
1 1 7,40 51109 | A
1 4 6,60 5109 | A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Cuadro 31. Porcentajes de M.l post refrigeracion, cada 24h (protocolo 1)

Horas de Tiempos de evaluacion de Ml post refrigeracion
colectapost | UE 24h | 4sh 72h 96h 120h
1 75 60 50 40 30
2 horas 2 65 50 40 30 20
post 3 70 60 50 45 30
mortem 4 75 65 50 40 30
5 60 50 40 30 20
6 60 50 40 30 20
4 horas 7 60 50 40 35 20
post 8 50 40 30 20 0
mortem 9 50 40 30 25 0
10 55 45 30 0 0
11 40 30 0 0 0
8 horas 12 35 20 0 0 0
post 13 40 30 0 0 0
mortem 14 30 0 0 0 0
15 40 30 0 0 0
16 20 0 0 0 0
10 horas 17 25 0 0 0 0
post 18 30 0 0 0 0
mortem 19 30 0 0 0 0
20 20 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0
24 horas | 22 0 0 0 0 0
post 23 0 0 0 0 0
mortem 24 0 0 0 0 0
25 0 0 0 0 0
Cuadro 32. Porcentaje de M.l post refrigeracion cada 24h, protocolo 2.
Horas de Tiempos de evaluacion post refrigeracion
colecta post UE

mortem 24h 48h 72h 96h 120h
1 60 50 40 30 20
2 horas post 2 60 50 40 30 20
mortem 3 70 55 45 30 20
4 70 55 40 30 20
5 60 50 40 30 20
4 horas post 6 60 50 40 30 0
mortem 7 60 50 40 30 0
8 50 40 30 20 0
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9 50 40 30 0 0
10 50 40 20 0 0
11 40 30 0 0 0
8 horas post 12 40 30 0 0 0
mortem 13 35 0 0 0 0
14 40 30 0 0 0
15 30 0 0 0 0
16 30 0 0 0 0
10 horas post 17 30 0 0 0 0
mortem 18 30 0 0 0 0
19 20 0 0 0 0
20 20 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0
24 h . 22 0 0 0 0 0
oras pos
mortem 23 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0
25 0 0 0 0 0
Cuadro 33. Analisis de la varianza de la Motilidad Individual post
refrigeracion cada 24 horas
» Analisis de varianza post refrigeracion a las 24 horas
Variable N Rz R2Aj CV
24h 50 0,97 0,96 12,85
Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo |)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 26840,50 9 2982,28 | 134,03 <0,0001
Protocolo 12,50 1 12,50 0,56 0,4579
Tiempo 26773,00| 4| 6693,25| 300,82 <0,0001
Protocolo*Tiempo 55,00 4 13,75 0,62 0,6523
Error 890,00 | 40 22,25
Total 27730,50 | 49

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=2,69645
Error: 22,2500 gl: 40

Protocolo | Medias | n | E.E.
1 37,20 |25(094 | A
2 36,20 |[25(094 | A

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




Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=6,02493

Error: 22,2500 gl: 40

Tiempo | Medias | n | E.E.
1 66,50 |10 | 1,49 |A
2 5450 [10]149 | B
3 37,00 |10 1,49 C
4 25,50 | 10| 1,49 D
5 0,00 10 | 1,49 E
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=9,98747

Error: 22,2500 gl: 40

Protocolo | Tiempo | Medias | n | E.E.
1 1 69,00 |5]2,11 A
2 1 64,00 |5|2,11|A B
1 2 55,00 | 52,11 B C
2 2 54,00 |5]2,11 C
1 3 37,00 |[5]2,11 D
2 3 37,00 |[5]2,11 D
2 4 26,00 |5]2,11 E
1 4 25,00 |5]2,11 E
1 5 0,00 [5]2111 F
2 5 0,00 |5|211 F

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

» Analisis de varianza post refrigeracion alas 48 horas

Variable N Rz R2Aj CV
48h 50 0,92 0,90 31,09

Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo |)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 25288,00 9 2809,78 51,32 | <0,0001
Protocolo 50,00 1 50,00 0,91 | 0,3450
Tiempo 25183,00 4 6295,75 114,99 | <0,0001
Protocolo*Tiempo 55,00 4 13,75 0,25| 0,9073
Error 2190,00 | 40 54,75
Total 27478,00 | 49




Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=4,22980
Error: 54,7500 gl: 40

Protocolo | Medias | n | E.E.
1 2480 | 251,48 | A
2 2280 | 251,48 | A
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=9,45103
Error: 54,7500 gl: 40

Tiempo | Medias n | E.E.
1 54,50 10 | 2,34 |A
2 44,50 10 | 2,34
3 20,00 10 | 2,34 C
5 0,00 10 | 2,34 D
4 0,00 10 | 2,34 D

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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=15,66687
Error: 54,7500 gl: 40

Protocolo | Tiempo Medias n | E.E.

1 1 57,00 5] 331 |A

2 1 52,00 5] 331 |A

1 2 45,00 5] 331 |A

2 2 44,00 5] 331 |A

1 3 22,00 5] 3,31 B
2 3 18,00 5] 331 B
2 4 0,00 5| 3,31 C
2 5 0,00 5] 331 C
1 5 0,00 5| 3,31 C
1 4 0,00 5| 3,31 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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» Analisis de varianza post refrigeracion alas 72 horas

Variable N R2 R2Aj CV
72h 50 0,97 0,96 24,01

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo |)

F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 18180,50 | 9| 2020,06 | 149,63 | <0,0001
Protocolo 2450 1 24,50 1,81 | 0,1855
Tiempo 18108,00 | 4| 4527,00| 335,33 | <0,0001
Protocolo*Tiempo 48,00 | 4 12,00 0,89 | 0,4794
Error 540,00 | 40 13,50
Total 18720,50 | 49
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,10036
Error: 13,5000 gl: 40
Protocolo | Medias |n | E.E.

1 16,00 | 25| 0,73 | A

2 14,60 | 25| 0,73 | A

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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=4,69304
Error: 13,5000 gl: 40

Tiempo | Medias | n | E.E.
1 43,50 10 | 1,16 | A
2 33,00 |10 1,16 |B
3 0,00 10| 1,16 | C
5 0,00 10| 1,16 | C
4 0,00 10 | 1,16 | C

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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=7,77960
Error: 13,5000 gl: 40

Protocolo | Tiempo Medias | n | E.E.
1 1 46,00 51164 |A
2 1 41,00 51164 |AB
1 2 34,00 5| 1,64 B C
2 2 32,00 5| 1,64 C
2 3 0,00 5| 1,64 D
2 5 0,00 5| 1,64 D
2 4 0,00 5| 1,64 D
1 3 0,00 5| 1,64 D
1 5 0,00 5| 1,64 D
1 4 0,00 5| 1,64 D

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



» Analisis de varianza post refrigeraciéon alas 96 horas

Variable N Rz R2zAj CV
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96h 50 0,84 0,80 64,42
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo |)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 9532,50| 9| 1059,17| 23,15]| <0,0001
Protocolo 84,50 1 84,50 1,85| 0,1817
Tiempo 9320,00| 4| 2330,00| 50,93 | <0,0001
Protocolo*Tiempo 128,00 4 32,00 0,70 | 0,5969
Error 1830,00 | 40 45,75
Total 11362,50 | 49
Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=3,86654
Error: 45,7500 gl: 40
Protocolo | Medias | n | E.E.
1 11,80 | 25| 1,35 [A
2 9,20 25135 | A

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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=8,63938
Error: 45,7500 gl: 40

Tiempo Medias n E.E.
1 33,50 10 | 2,14 |A
2 19,00 10 | 2,14 B
5 0,00 10 | 2,14 C
4 0,00 10 | 2,14 C
3 0,00 10 | 2,14 C

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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=14,32141
Error: 45,7500 gl: 40

Protocolo | Tiempo | Medias | n | E.E.

1 1 37,00 |[5]3,02 A

2 1 30,00 |[5[302]A

1 2 22,00 |[5]302| B
2 2 16,00 |[5(3,02| B
2 3 000 |5]302| B
2 4 0,00 |5] 3,02 C
2 5 0,00 |5] 3,02 C
1 3 0,00 |5] 3,02 C
1 4 0,00 |5] 3,02 C
1 5 0,00 |5] 3,02 C

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



» Analisis de varianza post refrigeracion alas 120 horas

Variable N Rz R2zAj CV
120h 50 0,88 0,85 71,72

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo |)
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F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 4242,00 9 471,33 31,42 | <0,0001
Protocolo 98,00 1 98,00 6,53 0,0145
Tiempo 3992,00 4 998,00 66,53 | <0,0001
Protocolo*Tiempo 152,00 4 38,00 2,53 0,0551
Error 600,00 | 40 15,00
Total 4842,00 | 49
Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=2,21398
Error: 15,0000 gl: 40
Protocolo | Medias | n | E.E.
1 6,80 251 0,77 | A
2 4,00 25| 0,77 B

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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=4,94690
Error: 15,0000 gl: 40

Tiempo Medias n E.E.
1 23,00 10 | 1,22 |A
2 4,00 10 | 1,22 | B
4 0,00 10122 | B
3 0,00 10 | 1,22 | B
5 0,00 10| 1,22 | B

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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=8,20042
Error: 15,0000 gl: 40

Protocolo | Tiempo | Medias | n | E.E.

1 1 26,00 5| 173 |A

2 1 20,00 5] 173 |A

1 2 8,00 5] 1,73 B
2 3 0,00 5] 1,73 B
2 4 0,00 5] 1,73 B
2 2 0,00 5] 1,73 B
2 5 0,00 5] 1,73 B
1 3 0,00 5] 1,73 B
1 4 0,00 5] 1,73 B
1 5 0,00 5] 1,73 B

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







