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RESUMEN

La investigacion tuvo como objetivo comprobar si la incorporacion de antioxidantes al
diluyente ayuda a mantener la calidad seminal luego del proceso de crio preservacion. Para ello
se utilizé dos antioxidantes, vitamina E y vitamina C a una concentracion de 2mM y 2,5 mM
respectivamente. El estudio se llevd a cabo utilizando bovinos criollos del biotipo Encerado y
Negro Lojano de 2 a 6 afios, utilizando vagina artificial se colectd un total de 12 eyaculados (3
eyaculados por toro), se analizd caracteristicas macroscéopicas (Volumen y densidad) y
microscopicas (motilidad total, motilidad progresiva, vitalidad espermatica y anormalidades
morfoldgicas). Posteriormente se dividio en 4 alicuotas para los diferentes tratamientos T1
(Control Triladyl), T2 (Control Andromed), T3 (Triladyl + vitamina C) y T4 (Triladyl +
vitamina E); se realiz6 una pre dilucion 1:1, luego se procedio a hacer la dilucion total ajustando
a 50 millones de spz/ml y su envasado en pajillas de 0,5 ml; se mantuvo a un tiempo de
equilibrio de 12 horas a +5 °C, posteriormente se sometieron a vapores de nitrogeno a 5 cm de
distancia durante 5 minutos y luego sumergidos en nitrogeno liquido a -196 °C. Luego del
descongelamiento se utiliz6 microscopia éptica para evaluar las caracteristicas de motilidad
total, motilidad individual, vitalidad espermatica y anormalidades morfoldgicas. Se empled el
Disefio de blogues completamente aleatorizado (DBCA) para evaluar el efecto de la adicion de
vitamina E y vitamina C al diluyente y diferencias entre biotipo. Concluyendo que existe
diferencia estadistica (P<0,05) entre tratamientos y biotipo, donde T4 (Triladyl + vitamina E)
tiene mejores caracteristicas en cuanto a motilidad total, motilidad progresiva, vitalidad
espermatica y anormalidades morfoldgicas frente a los tratamientos control. El biotipo
Encerado posee mejor calidad seminal (P<0,05) que el biotipo Negro Lojano tanto en fresco y
post congelacion.

Palabras clave: Antioxidantes, vitamina E, Vitamina C, bovino criollo, crio preservacion



ABSTRACT

The objective of this investigation was to verify if the addition of antioxidants to the semen
extender maintain seminal quality after cryopreservation. Two antioxidants, vitamin E and
vitamin C were used at a concentration of 2mM and 2.5mM respectively. The study was carried
out using Creole cattle, Encerado and Negro Lojano biotype of 2 to 6 years old, a total of 12
ejaculates (3 ejaculated by bull) were collected using artificial vagina and macroscopic
(Volume and density) and microscopic characteristics were analyzed ( total motility,
progressive motility, sperm vitality and morphological abnormalities). Later, it was divided
into 4 aliquots for the different treatments T1 (Control Triladyl), T2 (Control Andromed), T3
(Triladyl + vitamin C) and T4 (Triladyl + vitamin E) and a 1: 1 pre-dilution was performed,
then we proceeded to make a total dilution by adjusting to 50 million spz / ml and packaging
in 0.5 ml straws; it was maintained at an equilibrium time of 12 hours at +5 ° C, subsequently
subjected to nitrogen vapor 5 cm over the liquid nitrogen level for 5 minutes and then immersed
in liquid nitrogen at -196 ° C. After thawing, optical microscopy was used to assess the
characteristics of total motility, individual motility, sperm vitality and morphological
abnormalities. The Completely randomized design (CRD) was used to evaluate the effect of
the addition of vitamin E and vitamin C to semen extender and differences between biotype.
In conclusion there is a statistical difference (P<0.05) between treatments and biotype, where
T4 (Triladyl + vitamin E) has better characteristics in terms of total motility, progressive
motility, sperm vitality and morphological abnormalities versus control treatments; Encerado
biotype has better seminal quality (P<0.05) than the Negro Lojano biotype in both fresh and

post-thaw semen.

Keywords: Antioxidants, vitamin E, Vitamin C, Creole cattle, cryopreservation



1. INTRODUCCION

En la Republica del Ecuador evolucionaron al menos 6 razas o lineas bovinas denominadas
como criollas, estos bovinos descienden directamente de animales que llegaron de la peninsula
Ibérica en el segundo viaje de Coldn en 1493, estos animales llegaron a Centroamérica y desde
ahi se difundieron por todo el continente adaptdndose a una variedad de climas por consiguiente
generando una diversidad genética, en la actualidad estos biotipos de ganado bovino estan
amenazadas o en peligro de extincion, dada la erosion de genes ocasionada por el cruzamiento
indiscriminado con razas introducidas, aparentemente mas productivas, en términos de
rendimiento de carne o leche, pero con mayores exigencias nutricionales, menor adaptacion al
entorno, menos resistentes a enfermedades y ambientes adversos, esto obliga a que los
productores realicen mayores inversiones para su mantenimiento. (Vidal, 2009 citado por
Pesantez, 2015)

Como menciona Aguirre (2011), es de vital importancia no dejar desaparecer razas autdctonas
de la zona como el Negro Lojano y Encerado ya que éstas poseen ciertas caracteristicas de
rusticidad y adaptabilidad a la alimentacion con pastos de baja calidad nutritiva que han
desarrollado durante mas de 500 afios de adaptacion al medio y les permiten sobrevivir a dichas

condiciones medioambientales desfavorables para otras razas que requieren un mayor cuidado.

Si bien las razas mejoradas que han sido introducidas en el pais poseen caracteristicas genéticas
enfocadas en la productividad de leche y carne, presentan inconvenientes en adaptacion a las
condiciones ambientales, nutricionales y de manejo, utilizada normalmente por los ganaderos

y productores, a esto sumado la poca resistencia que poseen a ectoparasitos y enfermedades.

Estas razas como el Negro lojano y Encerado son razas doble proposito, es decir, sirven para
producir carne y leche, lo que beneficia a los pequefios productores en su comercializacién ya

que las razas mejoradas solo sirven para un proposito, leche o carne. (Aguirre, 2011)

La importancia de esta investigacion incide en observar si la utilizacion de antioxidantes en la
congelacién de semen bovino como biotecnologia reproductiva ayudara a conservar de mejor
manera el material genético de las razas autdctonas de la provincia de Loja para su posterior
uso en el mejoramiento genético local y el mantenimiento de la diversidad zoo genética, la
aplicacion de esta biotecnologia reproductiva ha sido vista como una herramienta capaz de
contribuir potencialmente a la conservacion de estas razas, soportando la vitalidad de las

poblaciones existentes a través del mantenimiento genético.



Esta biotecnologia servira para aprovechar las condiciones de adaptacion y rusticidad de los
animales criollos y la demanda de sus productos en el mercado, basdndose en estas
potencialidades, se debe mejorar e incrementar la crianza de los mismos, pues dichos animales
son de gran importancia para el pequefio y mediano productor, puesto que solo los animales
criollos han podido sobrevivir y producir algo, en condiciones medio ambientales de la zona y

de manejo bastante precario en el cual un animal mejorado le seria imposible su subsistencia.
Esta investigacion se planted los siguientes objetivos:

1. Evaluar la calidad seminal post congelacion utilizando dos antioxidantes (Vitamina E
y vitamina C) en semen de bovinos Negro lojano y Encerado.

2. Evaluar macroscopica y microscopicamente la calidad pre y post congelacion del
material seminal de bovinos Negro lojano y Encerado.

3. Comprobar con cudl antioxidante (Vitamina E o vitamina C) se obtiene mejores
resultados post congelacion.

4. Conservar el material genético de las muestras seminales extraidas de los bovinos

Negro Lojano y Encerado.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. BOVINO CRIOLLO DE LA REGION SUR DEL ECUADOR

El ganado criollo ha sido parte importante del desarrollo de las ganaderias en
Latinoamérica, ya que este en principio constituyo el hato fundador de la misma. La crianza de
bovinos criollos aporté econémicamente a las ganaderias latinoamericanas por mas de 500 afios
y permitio desarrollar animales con condiciones de adaptacién tropical unicas. El ganado
bovino criollo ecuatoriano inicialmente estuvo compuesto por animales cruzados traidos por
los espafioles en el siglo XV, los cuales aportaron ciertas caracteristicas y en mayor grado a

formar y dar estabilidad al nuevo bovino americano y ecuatoriano en particular (CIPCA, 2016).

Aguirre (2011) menciona que el ganado bovino Criollo (Bos Taurus) es un recurso
genético que posee caracteristicas deseables para el medio, las cuales se han desarrollado para
la adaptacion al ambiente tropical, unas de las principales caracteristicas son resistencia a
enfermedades, alta fertilidad, buenas cualidades maternales y longevidad, peculiaridades que

benefician a los pequefios ganaderos.

La Sierra Medio-Alta de la provincia de Loja es una zona templada que se extiende en
un rango de altitud comprendido entre los 1500 y 2800 m.s.n.m., la topografia de esta zona
pertenece al tipo bosque seco Montano Bajo (bsMB) y bosque Montano (bM), su pluviosidad
esta entre 500 y 1000 mm/afio, sus suelos poseen una media fertilidad y son bastante
erosionados, la irregularidad de estos suelos provoca que el riego y mantencion de las pasturas

eleven el costo de produccién (Aguirre, 2011).

En la provincia de Loja la produccion de biomasa forrajera es escasa, debido a que esta
conformada solo por pastos naturalizados o adaptados al medio. Los bovinos criollos han
desarrollado una adaptacion a este tipo de pastos, pero, por manejo poco eficiente no han
logrado poseer mejores caracteristicas tanto productivas como reproductivas, sin embargo, se
resaltan caracteristicas tales como: elevado instinto materno, excepcional rusticidad y alta
capacidad para aprovechar la escasa y variada vegetacion natural a mas de requerir una menor

exigencia en la tecnificacion de las condiciones de crianza (Aguirre, 2011).

Los principales biotipos de bovinos criollos que se encuentran en la provincia de Loja
son el Negro Lojano y Encerado. Las caracteristicas que posee el biotipo Negro Lojano son:

tamafo mediano, un pelaje completamente negro brillante, corto y liso, también pueden poseer



ciertas zonas de color blanco en pecho, parte ventral, extremidades y cola, papada poco
prominente, cuello corto y descarnado, orejas largas y penduladas, cuernos largos en forma de
lira, su temperamento no es tan docil. Segun sus caracteres morfolégicos, el bovino criollo
Negro Lojano se destaca por tener cabeza fina, perfil recto y longitud larga, el 85% de estos
ejemplares poseen defectos en aplomos siendo plantados de frente y remetidos de atrés, en
cuanto a caracteristicas morfométricas estos bovinos son ejemplares pequefios y de poca

condicion corporal (bajo peso), (Aguirre, 2011).

Figura 1. Bovino Negro Lojano
Fuente: Autor

De acuerdo con Aguirre (2011), los bovinos Encerado se caracterizan por su pelaje
corto y liso de una tonalidad mezclada entre el café claro y café oscuro. Los bovinos Encerados
son de tamafio mediano, de poca condicion corporal, se destacan por tener la cabeza fina, perfil
recto y de longitud larga, cuello corto y descarnado, orejas pequefias con direccién horizontal,
los cuernos se disponen en forma de lira, cerca del 80% de estos animales poseen defectos de

aplomos, similar al biotipo Negro Lojano.

Figura 2. Bovino Encerado
Fuente: Autor



2.2. OBTENCION DE SEMEN BOVINO

Para conocer los pardmetros reproductivos de un toro éste es sometido a un proceso de
colecta de semen, ya sea en campo 0 en un centro de inseminacion artificial, cabe mencionar
que la calidad seminal esta influenciada directamente por el manejo de los toros durante la
colecta y del conocimiento profundo e individual de cada toro, una manejo adecuado durante
la colecta da como resultado un material seminal idoneo y evita estrés en los animales
(Guerrero, 2014).

Algunas caracteristicas que se deben tomar en cuenta antes de realizar una evaluacion seminal

son:
2.2.1. Evaluacion fisica

Se realiza un examen clinico general y se analiza todas las condiciones fisicas del
macho, con especial interés en los genitales externos, realizando observacion y palpacion, otro
punto muy importante al momento de realizar el examen fisico es la inspeccion las
extremidades principalmente las posteriores en busqueda de lesiones o mala conformacion que
pudieran conducir a cojera, ruptura de ligamentos y meniscos o pérdida de la estabilidad,
debido a que muchos animales tienen dificultad al montar debido a dolor o imposibilidad
anatoémica de sus miembros en el momento del salto. EI macho debe caminar, trotar, ver, oler
y tener la capacidad de detectar y servir hembras en celo. Cualquier factor de los antes
mencionados que afecte una de estas actividades traerd& como consecuencia una menor

eficiencia reproductiva del macho. (Bavera & Pefiafort, 2005).
2.2.2. Manejo nutricional

La condicion corporal del macho debe ser éptima; de 2.5 a 3 en un rango 1-5, machos
mal alimentados y con bajo peso corporal pueden tener lesionados los testiculos
irreversiblemente o su recuperacion puede ser muy lenta es por ello por lo que se debe mantener
una buena alimentacion, administracion de sales minerales y un correcto manejo de los
reproductores para obtener caracteristicas reproductivas favorables. En el caso de toretes
jovenes la pubertad podria estar atrasada. Por lo tanto, no se debe escoger machos menores a

18 meses de edad con baja condicion corporal (Mufioz & Paucar, 2005).



2.2.3. Conducta sexual del toro

El comportamiento o conducta sexual del macho es de vital importancia ya que éste
influye en el éxito del apareamiento y en la supervivencia de las crias. La conducta sexual se
valora por el tiempo de reaccién o habilidad sexual, libido y capacidad de servicio del macho,
evaluados a partir de los 24 meses de edad o desarrollo de la pubertad del macho. La libido es
el deseo de un toro para montar, se lo valora de acuerdo con el tiempo de reaccion del toro en

presencia de una hembra durante un periodo de 10 minutos (Hafez, 2002).

La libido se valora en una escala de puntaje de 0 a 10 y se mide de acuerdo con la actitud del
macho al contacto con la hembra y se la interpreta de la siguiente manera:

Tabla 1. Calificacion del libido sexual

0= El toro no muestra interés sexual

1= Mostro interés sexual una sola vez

2= Interés sexual por la hembra en mas de una sola vez

3= Activa atencion a la hembra, con persistente interés sexual

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

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

6= Mas de dos montas o intento de monta, sin ningun servicio

7= Un servicio sin que se prosiga el interés sexual

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

9= Dos servicios sin que se prosiga el interés sexual

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

Fuente: De La Torre, 1999
Y la calificacion esta dada de la siguiente manera:

Tabla 2. Calificacion del toro segun el libido

0 — 3 puntos, el toro se lo califica como malo.

4 — 6 puntos, el toro se lo califica como bueno.

7 — 8 puntos, se lo califica como muy bueno.

9 —10 puntos, se lo califica como excelente.

Fuente: De La Torre, 1999




2.3.  MANEJO ADECUADO DE LA COLECTA Y CRIO PRESERVACION

Segun Chamorro (2005), para realizar la crio preservacion de semen lo primero que hay
que hacer es realizar una adecuada coleccion del semen del macho. La colecta del semen se

puede realizar mediante dos métodos: Electro eyaculacion y con vagina artificial.
2.3.1. Estimulo sexual antes de la colecta

Guerrero (2014), menciona que los patrones de la conducta sexual o de cortejo son el
despertar sexual, cortejo (exhibicion sexual), ereccion, protrusion del pene, monta,
introduccidn, eyaculacion, desmonta y la retraccion del pene. Los patrones mas frecuentes son
el acto de olfatear y lamer, éstos permiten una buena comunicacion quimica. El oler la orina

de lavaca, levantar la cabeza y retraer el labio superior es conocido como el reflejo de Flehmen.

El lugar donde se realiza la colecta de semen debe contar con un puesto de monta, piso
solido y anti resbalante, defensas de seguridad y un ambiente de trabajo acorde con la actividad
que se realiza (evitar ruidos y distracciones), preferiblemente debe estar ubicado lo mas

préximo al laboratorio (Guerrero, 2014).
2.3.2. Colecta de semen con Vagina artificial

Segln Mejia (2017), la vagina artificial es el método mas préctico y el cual da mejores
resultados debido a que se simula la monta natural. La vagina artificial bovina consiste en un
tubo rigido con una manga de goma que se llena con agua tibia (40°C) con el fin de simular la

temperatura corporal de la vaca (Chamorro, 2005).
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Figura 3. Vagina artificial bovina
Fuente: Minitube



La vagina artificial estd compuesta por:
2.3.2.1. Cuerpo

Consiste en un tubo de plastico rigido de 40-50 cm de largo y 7-10 cm de didmetro, el cual

posee un orificio en el centro para afiadir el agua al momento de preparar la vagina artificial.
2.3.2.2. Funda o camisa interna

Tubo de latex que pasa por dentro del cuerpo de la vagina artificial, sirve para simular las
paredes de la vagina, se sujeta firmemente en ambos extremos con bandas de caucho para evitar

la salida del agua que se encuentra entre la camisa interna y el cuerpo de la vagina artificial.
2.3.2.3.  Cono de latex

Se coloca en el extremo opuesto por donde ingresa el pene del macho y se sujeta con bandas

de caucho para evitar fugas.
2.3.2.4. Tubo colector de semen

Este tubo debe ser milimetrado y se coloca en el otro extremo del cono; se debe utilizar
una cubierta que sirva de proteccién al semen de la luz solar y de cambios de temperatura

bruscos.

Para realizar la colecta del semen primero se arma la vagina artificial y se introduce
agua a una temperatura de 50-60 °C, hasta llenar los dos tercios de su capacidad total.
Chamorro (2005), recomienda que, al momento de recoger el semen, la temperatura 6ptima
dentro de la vagina artificial debe ser de 38-39°C para que exista un adecuado estimulo en el

macho y eyacule con normalidad.

Para iniciar con la colecta del semen se debe tener preparada la vagina artificial con la
temperatura adecuada, luego se acerca el macho a la hembra en celo o maniqui. Cabe
mencionar que para un manejo adecuado este procedimiento se debe realizar entre dos
personas, una sujetando al macho y otra quien realiza la colecta. La persona encargada de
manejar al reproductor se sitGa al lado contrario de la persona que realiza la colecta y cuando
el toro eyacula ésta lo tira a su lado, la persona que sostiene la vagina artificial se coloca a la
derecha del toro y mantiene la vagina artificial en la mano derecha, al momento de realizar la
monta con la mano izquierda se sostiene el prepucio para dirigir el pene hacia la abertura de la
vagina artificial. Para evitar que la ereccion sea inhibida no debe manipularse directamente el

pene, ya que el toro luego puede negarse a montar; luego de que el macho eyacula se retira la



vagina artificial y el eyaculado o semen se deposita en el tubo colector para su posterior
evaluacion macro y microscépica en el laboratorio siempre cuidando que la muestra no entre

en contacto con la luz solar o agua ni exista cambios bruscos de temperatura. (Chamorro, 2005)
2.4.  EVALUACION DEL SEMEN BOVINO

Luego de realizar la colecta de semen, éste debe conservarse en un bafio maria o
recipiente con agua a 37°C para evitar los cambios de temperatura que afectan los pardmetros
de calidad, es recomendable realizar una pre dilucion 1:1 con el diluyente para conservar por

mayor tiempo el semen.

La evaluacién de la calidad seminal consta de dos partes: 1) examen macroscopico y 2)

examen microscopico.

El analizar un eyaculado tiene como funcion de evaluar la calidad reproductiva de un
toro y las pruebas de laboratorio son utiles para evaluar la calidad seminal, estas pruebas nos
permiten relacionar si el toro posee buena o mala calidad seminal y de esto dependera si el toro
conviene conservarlo o buscar un reproductor con mejores caracteristicas reproductivas
(Dévalos, 2005).

2.4.1. Examen macroscopico
24.1.1.  Volumen

Un eyaculado bovino va desde uno hasta ocho centimetros cubicos. La mayoria de los
toros proporcionan de 3 a 6 ml. Teniendo en cuenta que un toro mayor de 2 afios debe tener un
eyaculado de no menos de 4ml. Dicho valor puede oscilar entre 2 y 12ml. El toro eyacula entre

4 a 10 ml de semen con 800 a 2500 millones de espermatozoides por mililitro (Medina, 2007).
24.1.2.  Color

El color depende de la cantidad de espermatozoides; cuando el semen posee mayor
cantidad de espermatozoides presenta una coloracion blanco-cremosa y cuando posee bajo

numero de espermatozoides su color es blanco-lechoso (Guerrero, 2014).
24.1.3. Olor

El semen en buenas condiciones presenta un olor denominado “sui géneris”. Como
manifiesta Guerrero (2014), El olor a orina indica que el semen esta contaminado con ésta. Y
cuando se presenta un olor es muy desagradable, se sospecha alguna enfermedad en los

testiculos o en otra parte del aparato reproductivo.



24.14. Aspecto

Depende de la concentracion de espermatozoides y se mide por el mayor o menor grado

de opacidad que presenta la muestra de semen.

Aspecto Densidad-Concentracion estimada
Cremoso 1.500 a 2000 x10° spz/m
Cremoso-Lechoso 1000 a 1500 x10° spz/ml
Lechoso 750 a 1000 x10° spz/ml
Semi acuoso 300 a 500 x10° spz/ml
Acuo0so 200 x10° spz/ml

Fuente: (Ibafiez, 2016)

2.4.15.  pH

Se determina mediante el empleo de una cinta colorimétrica, su valor varia entre 6,4 a

6,9; valores por encima de 6,9 son indicativos de semen de baja calidad (Guerrero, 2014).

2.4.2. Examen microscdpico
2.4.2.1. Motilidad Total

La motilidad total es evaluada de forma subjetiva, tomando una gota de semen fresco o
diluido y directamente al microscopio de luz con objetivo de 40X, su evaluacién es expresada
en porcentaje, la muestra se coloca sobre una lamina portaobjetos previamente calentada y se
observa (Chamorro, 2005).

2.4.2.2.  Motilidad Progresiva

Se evalla colocando sobre el portaobjetos una gota de semen diluido. Luego se coloca un
cubreobjetos y se observa al microscopio con mayor aumento. De acuerdo con el movimiento

progresivo, el semen se clasifica de la siguiente manera:

Tabla 3. Evaluacion motilidad progresiva

Semen muy bueno Igual o mayor de 70% de motilidad progresiva.
Semen bueno 50-69% de motilidad progresiva.

Semen regular 30-49% de motilidad progresiva.

Semen malo Menor de 29% de motilidad progresiva.

Fuente: (Chamorro, 2005)



2.4.2.3.  Morfologia espermatica

La morfologia del semen hace referencia al estudio de la forma del esperma, se expresa
en porcentaje la cantidad de esperma normal y anormal, las anormalidades se las clasifica en
primarias o secundarias, dependiendo si el defecto ocurre durante la formacion de la célula, en

la espermatogénesis en el testiculo o dentro del epididimo (Galina, 2008).

La cantidad de espermatozoides vivos puede determinarse utilizando técnicas de tincion
basadas en el principio de que las células muertas cuyas membranas plasmaticas estan dafiadas
permite la entrada de ciertos colorantes principalmente se utiliza eosina y nigrosina. La
fertilidad reducida ocurre generalmente cuando el nimero de defectos son mayores de 18 al 20
%. Las anormalidades primarias no deben superar el 5% y son determinantes de baja fertilidad,
los defectos secundarios no estdn generalmente considerados como serios y no afecta la
fertilidad (Medina, 2006).

Algunas de las anomalias morfolégicas estan:

Anormalidades Primarias Anormalidades Secundarias
v Subdesarrollados v Cabezas pequefias normales
v" Formas dobles v’ Cabezas anchas pequefias y gigantes
v' Defectos acrosomales v' Cabezas normales libres
v’ Cabezas angostas v Membrana  acrosomales  sueltas,
v’ Defecto crater/diadema plegadas, desprendidas
v Defecto forma de pera v Implantacion abaxial
v Contorno anormal v Gotas distales
v' Cabezas pequefias anormales v" Flagelo doblado simple
v Cabezas sueltas anormales v Terminacion del flagelo plegado
v" Piezas medias anormales
v Gotas proximales

Fuente: (Barth y Oko, 1989 citado por Moron & Moron, 2015)



2.4.2.4. Concentracion espermatica

La concentracion espermatica es dada por la cantidad de células en volumen del
eyaculado Osea el nimero de espermatozoides por mililitro cubico o centimetro cubico. El
procedimiento mas comun para obtener la concentracion espermatica consiste en el contaje de
células en la camara de Neubauer o la utilizacion de sistemas automatizados como el CASA
(Galina, 2008).

2.5. ANTIOXIDANTES

Son sustancias que estd presentes en concentraciones menores a las del sustrato
oxidable, y es capaz de retrasar significativamente o evitar la oxidacion de un sustrato. Por otro
lado, en bioquimica inorganica se define como una sustancia capaz de donar electrones
resultando en la obstaculizacion de la reaccion en cadena de oxidorreduccion (Medina.& Hicks,
2001).

Los antioxidantes tienen una amplia diversidad pudiendo ser moléculas complejas,
como la catalasa, peroxirredoxinas y superéxido dismutasa hasta moléculas muy sencillas

como el glutation y acido urico (Gutteridge & Halliwell, 2010).

Se pueden clasificar como enzimaticos y no enzimaticos. El grupo de antioxidantes no
enzimaticos funcionan donando un electrén a un radical libre con la finalidad de estabilizarlo,
estos se ubican en el citosol, matriz mitocondrial y nuclear ademas en los fluidos extracelulares
(Cérdova, 2009).

Se conocen tres grupos de antioxidantes:
2.5.1. Antioxidantes Primarios

Que previenen la formacién de nuevos radicales libres, transformandolos en moléculas
menos perjudiciales, antes de que puedan reaccionar, o evitando la formacién de radicales
libres a partir de otras moléculas. Entre estos antioxidantes tenemos a la enzima superdxido
dismutasa (SOD), que convierte al O2- en peroxido de hidrégeno. La enzima glutation
peroxidasa (GPx) que convierte el perdxido de hidrogeno y los peroxidos lipidicos en
moléculas inofensivas antes de que formen radicales libres. Y las proteinas de union a metales
(ej.: la ferritina y ceruloplasmina) que limitan la disponibilidad de Fe?* necesaria para formar
el radical OH (Bellabarba, 2005).



2.5.2. Antioxidantes Secundarios

Los cuales capturan los radicales libres, impidiendo reacciones en cadena. Entre estos
tenemos: la vitamina E (Alpha- tocoferol), vitamina C (ascorbato), betacaroteno, acido urico,
bilirrubina y albdmina (Bellabarba, 2005).

25.21. VitaminaC

El Acido Ascorbico (AA) o Vitamina C se caracteriza por ser una molécula soluble en
agua y por ser mas estable en medios acidos. Esta juega un papel importante en el organismo,
ya que actlia como un cofactor y catalizador en reacciones 6xido-reduccion (Arce & Balderas,
2015).

El &cido ascorbico es como tal un antioxidante, su presencia ayuda a varios mecanismos
en la disminucion de numerosos radicales, incluyendo LPO. La adicién de acido ascorbico en
un diluyente puede mejorar el rendimiento de los espermatozoides al reducir el dafio celular.

A través de su accién continua de barrido de radicales (Beconi et al, 1993).

Sierens, J. et al (2001) demostro, que las especies antioxidantes actGan in vivo para
disminuir el dafio oxidativo al ADN, proteina y lipidos, y este hallazgo sugirié que el acido
ascorbico podria ser necesario para proteger los espermatozoides contra el ROS. El &cido
ascorbico es un antioxidante no enzimatico y, por tanto, esta potencialmente implicada en la

protecciodn del estrés oxidativo (Anane & Creppy, 2001 citado por Barragan, 2017).
2.5.2.2.  Vitamina E

Sikka, en 2004, menciona que la vitamina E (tocoferol y sus derivados) se encuentran en
pequefias cantidades en las membranas celulares de mamiferos y en el plasma seminal, es un
antioxidante soluble en grasa que protege a las células de radicales de oxigeno, contribuyendo
contra el estrés oxidativo inhibiendo principalmente ROS. Pawan (2014) y Houshaimy et.al
(2018) sefialan que la adicion de Vitamina E conserva de mejor manera el material seminal,

actuando efectivamente contra el estrés oxidativo durante el proceso de crio conservacion.
2.5.3. Antioxidantes Terciarios.

Que reparan las biomoléculas dafiadas por los radicales libres. Entre ellos tenemos las

enzimas reparadoras de ADN y la metionina sulféxido reductasa (Bellabarba, 2005).



2.5.4. Accion ROS (Especies reactivas a Oxigeno) en celulas espermaticas

Los ROS acttan directamente sobre la fertilidad del macho, ya que son los responsables
de procesos como la hiperactivacion, capacitacion y reaccion acrosomica de los
espermatozoides, asi como la fecundacion. Durante el paso por la cola del epididimo, los
espermatozoides se encuentran en estado inmovil, caracterizados por la bajo concentracion
intracelular de AMPc y calcio, asi como suprimida su capacidad de producir ROS (Ball et al.,
2002).

Esta condicion es revertida durante las primeras etapas de capacitacion, en donde se
constata un aumento en la concentracion de calcio intracelular y AMPc, teniendo inicio la
produccidn de ROS, en consecuencia, los espermatozoides desarrollan gran motilidad conocido
como hiperexcitacion. Por otra parte, el ROS también puede causar graves dafios a
espermatozoides cuando sus mecanismos de defensa estan limitados. Las ROS cumplen una
importante funcion en la fisiologia espermatica normal, pero el desequilibrio entre su

produccidn y degradacion causa efectos adversos sobre el espermatozoide (Ball et al., 2002).

Holt, en 2000, menciona que las ROS afectan principalmente la membrana plasmatica
espermatica, por lo que es de vital importancia conocer como actla esta membrana en presencia
de ROS, conociendo sus caracteristicas biofisicas y asi evitar la baja supervivencia

espermatica.
2.6. CONGELACION DE SEMEN BOVINO

La crio preservacion de semen es una importante biotecnologia reproductiva, que busca
promover la conservacién de germoplasma de especies de interés zootécnico por tiempo
indeterminado. La crio preservacion de semen proporciona una economia para el productor, al
reducir los costos de alimentacion y transporte de los reproductores, asi como los riesgos de
transmision de enfermedades reproductivas. Se debe tener en cuenta que el proceso de crio
preservacion posee una fertilidad reducida en comparacion con semen fresco, por lo que se
debe tomar en cuenta el protocolo de crioconservacion para optimizar el ndmero de

sobrevivientes, y la capacidad funcional del total de espermatozoides (Watson, 2000).

La crio preservacion comprende cinco etapas: la dilucion con crio protectores, el
envasado y enfriamiento o estabilizacién, la congelacion, el almacenamiento y la

descongelacion, lo que hace que haya una articulacion entre la funcion de la membrana vy el



metabolismo espermatico durante cada una de las etapas de la crioconservacion. (Avila et.al,
2006).

2.6.1. Diluyentes Utilizados para la Congelacion del Semen Bovino

Los diluyentes empleados en la conservacion de espermatozoides, deben ser isotdnicos
con el plasma seminal (320 mOsm/kg) cuando es utilizado en refrigeracion, e hiperosmético
(400 mOsm/kg) en congelacion; debe poseer un pH préximo a 7 y capacidad tampon con el fin
de mantener el pH en la neutralidad, compensando la produccion de acido lactico durante la
congelacion, ya que el medio se puede tornarse acido y reducir la longevidad y la fertilidad de
los espermatozoides; poseer una fuente de energia siendo la glucosa y la fructosa las mas
utilizadas; estar libres de bacterias y contaminacion, para lo cual se utilizan antibioticos en su

composicién (Oliveira, 2003).
2.6.1.1. Andromed

Andromed® contiene fosfolipidos, TRIS, acido citrico, azUcares,

antioxidantes, tampones, glicerina, agua de altisima pureza y antibidticos, de

acuerdo a la Directiva de la UE 88/407 (Tilosina, Gentamicina,

Espectinomicina, Lincomicina). Figura 4. Diluyente
2.6.1.2.  Triladyl

Triladyl® contienen TRIS, acido citrico, azlcar, tampones, glicerina,

agua purisima y antibioticos, de acuerdo con la Directiva 88/407 de la UE

(Tilosina, Gentamicina, Espectinomicina, Lincomicina).
Figura 5.  Diluyente

Tewiladol

2.6.2. Crio protectores

El crio protector se afiade al medio para proteger a los espermatozoides durante la
congelacién y descongelacion. Estas sustancias son importantes para evitar la formacion de
hielo intracelular, reducir el estrés osmotico mediante la sustitucion de agua necesaria para
mantener el volumen celular, interactuar con iones y macromoléculas, reducir punto

congelacion del agua, y servir de tampdn para ajustar los cambios de pH (Medeiros et al, 2002).
2.6.2.1.  Crioprotectores intracelulares

Los Crioprotectores intracelulares o permeables a través de sus propiedades coligativas,
reducen el grado crioscépico intracelular. Por lo tanto, la mayor cantidad de agua permanecera

en el estado liquido cuando se somete a baja temperatura, disminuyendo la concentracion



intracelular de solutos y proporcionando asi un menor perjuicio para las células espermaticas

durante la congelaciéon (Watson,1995 citado por Ramoénez, 2013).

Leboeuf et al. (2000), menciona que los principales crio protectores utilizados en
congelacion espermatica son glicerol, sulféxido de dimetilo, etilenglicol y propilenglicol, y sus
combinaciones. Sin embargo, el glicerol se usa con mayor frecuencia, debido a que éste se une
a la molécula de agua y baja su punto de congelacion, por lo que en su presencia se forman
menos cantidad de hielo intracelular. Por consiguiente, se reduce la concentracion de solutos
en el liquido residual. El principal dafio celular se produce por concentracion de solutos, por lo
tanto, el glicerol, al reducir la temperatura a la cual se llega a una determinada concentracion
de solutos, reduce estos efectos dafiinos. El glicerol penetra rapidamente el espermatozoide

Vivo en suspension, y se concentra en la parte posterior de la cabeza.
2.6.2.2.  Crio protectores extracelulares

Principalmente son sustancias de alto peso molecular, son mas efectivas si la velocidad
de congelacion el alta, su principal funcion es promover la rapida deshidratacion celular y
suelen usarse asociados a agentes penetrantes, y los mas utilizados son: sacarosa, glucosa,
dextrosa y dextrano. Estos compuestos generalmente son polimeros que forman puentes
hidrégeno con el agua, reduciendo la actividad de agua a una magnitud mucho mayor que la
que se predeciria por su concentracion molar. Otras sustancias, tales como lipidos, proteinas y
macromoléculas, poseen una excelente eficiencia en la proteccion de los espermatozoides
durante el proceso de congelacion, sin necesidad de que ingresar en su interior. Estas sustancias
se encuentran en la yema de huevo, leche, en algunos azucares y albimina sérica bovina. La
yema de huevo contiene lecitina (fosfatidilcolina), que ayuda a proteger la membrana celular
mediante la restauraciéon de fosfolipidos celulares perdidos por espermatozoides durante el
choque térmico (Watson, 1995 citado por Ramoénez, 2013).

2.6.3. Principios de Preservacion de Semen

Leboeuf et al. en 2000 sefiala que el estado de la membrana plasmaética de los
espermatozoides es de suma importancia debido a su funcién, no sélo como limite de la célula,
sino también para las interacciones célula a célula, por ejemplo, entre el espermatozoide y el
epitelio del tracto genital femenino y entre el espermatozoide y el ovocito. La relacion entre el
grado de dafio de los espermatozoides después de la descongelacion y la fertilidad no siempre
es clara, pero la fertilidad de los espermatozoides es disminuida si no se logra mantener su

membrana intacta y se produce una incorrecto protocolo de congelacion.



Watson en 2000, cree que el bajo porcentaje de prefiez asociado a la inseminacion
artificial (IA) con semen crio preservado, son a consecuencia de procesos de crio conservacion
incorrectos, donde aproximadamente 10 a 50% de los espermatozoides de un eyaculado no

resisten este proceso y sufren alteraciones fisioldgicas o mueren.

Los procedimientos de congelacion y descongelacién causan dafio celular debido al
cambio brusco de temperatura, la formacion de cristales de hielo, estrés oxidativo en la
membrana del espermatozoide, dafios del ADN, estrés osmatico, ademas de la toxicidad de los
Crio protectores. El espermatozoide bovino es sensible al estrés osmotico y a la adicion y
eliminacién de crio protectores (Watson,2000). El proceso de estabilizacion, cuando se realiza
de manera incorrecta provoca un choque térmico que induce la aparicion de dafios parcialmente
irreversible, lo cual es caracterizado por un patron anormal de movimiento de esperma
(movimiento circular o retrégrado) con rapida pérdida de la motilidad, lesiones del acrosoma,
dafio a la membrana plasmatica, disminucion de la actividad metabdlica y pérdida de
componentes intracelulares. Muchas de estas lesiones son producidas por cambios en la
membrana celular, que se dan mientras los espermatozoides estan en periodo de estabilizacion.
(Graham, 1996 citado por Curbelo & Rodriguez, 2013)

2.6.4. Procedimiento de crio conservacion

Para el proceso de crio conservacion las muestras seminales deben tener un periodo de
estabilizacion para evitar el choque térmico y evitar dafios a los espermatozoides. Por lo cual

es necesario diluir el semen en un medio adecuado para mantener la calidad seminal.

Holt (2000), manifiesta que el desafio inicial se produce cuando el esperma es sometido a la
temperatura de refrigeracion a 5 °C. Durante la congelacién y descongelacion los
espermatozoides tienen la capacidad de soportar temperaturas mucho mas bajas, sobre todo al

pasar una fase critica del proceso (-15 a -60 ° C).

Las células normalmente resisten la reduccion de la temperatura, sin embargo, no
soportan la formacién de cristales de hielo que determina deshidratacion, dando lugar a un
desequilibrio osmotico con consecuente deshidratacién celular (Holt, 2000). La formacion de
cristales de hielo se forma en el espacio extracelular generando un gradiente osmético entre la
solucion intracelular inicialmente isotdnica y una solucion congelada extracelular que se
encuentra concentrada. Dependiendo de la velocidad de refrigeracion el agua se mueve a través
de la membrana y se une a la fase congelada del medio extracelular o se congela formando

hielo dentro de la célula.



En la mayoria de los casos, las células sometidas a la formacion de cristales de hielo
intracelular se tornan osmoticamente inactivas debido a la pérdida de integridad de la
membrana. La célula espermatica es también sensible a los efectos toxicos de los
crioprotectores, porque se tornan inviables por el uso de determinados componentes
comunmente utilizados para otras células (Watson, 2000) citado por Curbelo & Rodriguez,
(2013).

Durante el proceso de crioconservacion la suspension de espermatozoides llega a
temperaturas por debajo del punto de congelacion del medio (super enfriamiento), antes de que
haya una formacion de cristales. Cuando los cristales de hielo empiezan a formarse, ocurre un
incremento de la temperatura necesaria para la cristalizacion, lo que puede ser perjudicial para
los espermatozoides, siendo minimizado mediante el uso de curvas apropiadas de congelacién
(Squires, 1999 citado por Curbelo & Rodriguez, 2013).

Cuando el proceso de congelacion es muy lento ocurre la congelacién de agua
extracelular con consecuente concentracion del soluto, colocando a la célula
momentaneamente en un medio hipertonico, y determinando la perdida rapida de agua, lo que
conduce a la deshidratacion celular y al aumento de la concentracion de soluto extracelular.
Por otra parte, cuando la célula es congelada rapidamente, no hay pérdida de agua,
promoviendo, por lo tanto, la formacion de cristales de hielo intracelulares, a la temperatura de
5°C, el agua intra y extracelular permanecen super enfriadas y no cristalizadas. Sin embargo,
a temperaturas de entre -5 y -10°C se empiezan a formar cristales de hielo en el medio
extracelular que permanece super enfriado, ocurriendo intercambio de agua para mantener el
equilibrio entre el medio intra y extracelular, dando lugar a deshidratacién celular. En este
momento, la curva de congelacion debe ser lenta para evitar la congelacion del agua
intracelular, y lo suficientemente rapida para evitar el contacto de la célula deshidratada con el
medio hiperosmoético. La deshidratacion severa promueve la desnaturalizacion de las
macromoléculas y un encogimiento excesivo de las células determinando un colapso de la
membrana celular (Medeiros, 2002). La deshidratacion celular es una caracteristica deseable
debido a que evita la formacion de cristales de hielo dentro de la célula, lo que causa dafios a
estructuras internas y membrana plasmatica (Squires, 1999 citado por Curbelo & Rodriguez,
2013).



El proceso de descongelacion depende de como el semen se congelo. Los
espermatozoides congelados en curvas moderadas exigen curvas adecuadas para
descongelarse. En este caso, como el hielo extracelular descongela lentamente, diluye
lentamente el soluto de las fracciones de agua sin congelar, lo que permite que el agua difunda
lentamente hacia adentro de la célula, diluyendo el soluto intracelular hasta llegar a la
concentracion inicial. Si los espermatozoides se descongelan rapidamente, el hielo se derrite
rapidamente diluyendo el soluto y el agua se introducira rapidamente al espermatozoide, con
lo cual se encontrard altamente concentrado y dafiado (Graham, 1996).

(Chemineau et al. 1991 citado por Curbelo & Rodriguez, 2013) sugiere que, para pajillas
de 0,5ml deben ser refrigeradas a 4 cm del nivel de nitrégeno liquido durante 5 min. Y luego
sumergidas en nitrégeno liquido, mientras que las pajillas de 0,25ml debe ser colocadas a 16
cm por encima del nitrégeno liquido durante 2 min., luego bajarlas a 4 cm por 3 min. Para
posteriormente sumergir en nitrégeno liquido y almacenamiento. Los congeladores
programables son convenientes para la congelacién de grandes cantidades de pajuelas de
semen, ademas de controlar la tasa de congelacion. El beneficio de muchos congeladores
programables es que la curva de refrigeracidn puede ser programada, por ejemplo, de 4 a -5°C
durante 4 min., de -5 a -110 °C durante 25 min. y -110 a -140 ° C durante 35 min y por Gltimo
sumergidas en nitrégeno liquido (Purdy, 2006).

2.6.5. Proceso de descongelado

Teodricamente, cuanto mas rapido es el congelado, mas rapido debe ser el descongelado.
Sin embargo, el descongelado puede estar influenciado por otros factores. Existen
interrelaciones entre las tasas de congelado y descongelado y los diluyentes, asi como factores
como concentraciéon de glicerol, tamafio y forma del envase del semen, composicion del

contenido, medio de descongelado (agua, aire, etc.), temperatura y tiempo de descongelacion.

No hay un procedimiento especifico en cuanto a la mejor técnica de descongelado. En
términos generales Cavestany (1994), sugiere que la principal norma para tener en cuenta es
que el semen, desde el momento en que es retirado del termo de congelacion, no debe ser
sometido a oscilacion de temperatura. EI método més utilizado para descongelamiento de las

pajuelas es el descongelado en agua a 37° C por 30 segundos.



2.7. TRABAJOS RELACIONADOS

Estudio preliminar sobre el efecto adicional de agregar antioxidantes en el sesmen bovino
congelado (Houshaimy et.al, 2018)

Durante un largo periodo de tiempo, la crio preservacion y la dilucién de los espermatozoides
representaron un papel muy importante en la mejora de la biotecnologia de la inseminacion
artificial en los bovinos. Con respecto a este hecho, el estudio se realiz6 en el periodo 2016-
2017 en el centro de mejora de material seminal, Semtest-BVN Targu-Mures y en el laboratorio
de teriogenologia de la Facultad de medicina veterinaria de Bucarest. En este estudio, se
obtuvieron 7 ml de esperma de un toro Holstein (SunnyBoy) usando vagina artificial. El
eyaculado se dividio en 5 partes y se diluyd usando un extensor de Triladyl (250 g) agregando
vitamina E con 2 concentraciones de 1 mM o 2 mM, catequina 0.1 mM, Trolox 0.1 mM y un
grupo estandar sin agregar antioxidantes. Las pajillas se analizaron mediante anélisis de
esperma asistido por computadora (CASA) para determinar la motilidad y el compuesto
después de la descongelacién. Como primera conclusion de este estudio, se puede decir que el

grupo con vitamina E 2mM presentd una mayor movilidad que los otros grupos.

Evaluacion de antioxidantes para la preservacion del semen de toros cruzados con base
en Tris (Rao et.al, 2017)

Este estudio tuvo como objetivo mejorar el semen de toros cruzados de baja calidad, ya que la
aparicion de eyaculaciones de baja calidad es uno de los principales problemas en los toros
mestizos. Los antioxidantes y su combinacion se intentaron superar tales problemas. Vitamina
E, vitamina C y la vitamina E + C se complementaron con una dosis de 1 mg, 5 mM y 1 mg +
5 mM por ml, respectivamente, en alicuotas de eyaculado se evaluaron la calidad del semen
durante la conservacion a temperatura refrigerada y la crio preservacion. Los resultados
demostraron que las caracteristicas del semen eran mejores en eyaculaciones suplementadas
con antioxidantes. La anormalidad total de los espermatozoides fue significativamente menor
(p <0.05) en el grupo suplementado con antioxidantes. Las caracteristicas seminales del semen
de toro mestizo mostraron un rendimiento significativamente mejor (p <0.05) en la
conservacion, cuando se fortificd con vitamina E en comparacion con la vitamina C solo, asi
como vitamina E y C en combinacién. El rendimiento de los aditivos de semen fue favorable
al semen. Concluyendo que el enriquecimiento con vitamina E tiene un papel beneficioso en

la mejora de la calidad del semen seguido de la vitamina E + C y vitamina C.



Capacidad anti oxidativa de la vitamina E, vitamina C y su combinacion en semen crio

preservado de toros Bhadavari (Pawan, 2014)

El semen adicionado vitamina E (5 mM), vitamina C (5 mM) y combinacién de vitamina E +
C causé aumentos significativos (p <0.01) en los atributos seminales mientras que se
observaron disminuciones significativas (p <0.01) en porcentaje espermatozoides anormales
en comparacion con el grupo de control que indica que la suplementacion de antioxidantes en
forma de vitamina y su combinacion mejoran la calidad del semen posterior al
descongelamiento. Se observaron valores significativamente mas altos de parametros de semen
en T3 seguido de T1 y T2 indicando la capacidad antioxidante de los diferentes suplementos
utilizados durante el estudio.

Concluyendo que la combinacion de vitamina E + C tiene el efecto méas profundo en proteccion
de los espermatozoides contra la produccién de especies reactivas de oxigeno y el shock

térmico en comparacion con la vitamina E y la vitamina C.

Efectos de la suplementacidn con vitamina E en el diluyente para crio preservacion de

semen bovino congelado-descongelado. (Hu et.al, 2010)

El proposito de este estudio fue investigar los efectos de la suplementacion con vitamina E en
parametros de calidad y actividades antioxidantes en esperma bovino congelado-descongelado.
Se afiadié vitamina E a concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mg / ml al medio crio protector
de semen bovino. Los resultados mostraron que la motilidad del espermay los valores de VSL,
STR en el diluyente suplementado con 1.0 y 1.5 mg / ml de vitamina E, fueron
significativamente mas altos que el de otras concentraciones (P> 0,05). Los porcentajes de
espermatozoides con acrosoma intactos mejoraron significativamente (P, 0.05) suplementando
con 1.5 mg / ml de vitamina E. En ensayos bioquimicos, el diluyente suplementado con
vitamina E reporté mejora significativa en los niveles de SOD (superdxido dismutasa), en
comparacion con el control (p. 0.05). En comparacion con otros grupos, los niveles de CAT
(catalasa) demostraron ser mayores con la suplementacion de vitamina Ea 1.0 y 1.5 mg / ml
(P> 0,05). El diluyente suplementado con 1,5 mg/ ml de vitamina E causo los niveles més altos
de glutation peroxidasa (GSH-Px), en comparacién con otros grupos (P> 0.05). La actividad
de glutatién (GSH) fue significativamente mayor con la suplementacion de 0.5, 1.0y 1.5 mg/
ml de vitamina E, en comparacion con 2.0 mg / ml en el grupo y control de vitamina E (P,
0.05). Ademas, aumentando la dosis de vitamina E disminuyeron las actividades antioxidantes

de los espermatozoides, el diluyente suplementado con 2.0 mg / ml de vitamina E, causé niveles



mas bajos de actividades de GSH-Px y GSH, en comparacidn con otros grupos de tratamiento
(P> 0.05). En conclusidn, los efectos beneficiosos de la vitamina E observada en este estudio
puede atribuirse a las caracteristicas antioxidantes. Suplementos de vitamina E en el diluyente
redujo el potencial de peroxidacién lipidica y mejor6 la calidad del semen durante la

congelacion-descongelacion.
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3. METODOLOGIA

3.1. Materiales
3.1.1. Materiales de campo

Vagina artificial para bovinos.
Tubos de ensayo milimetrados
Papel aluminio

Termo transportador.

Camara fotografica

Cinta métrica

Guantes de latex

Libreta de anotaciones (Borrador)
Lapiz

Cabos

Overol

Botas de caucho

3.1.2. Materiales de Laboratorio

Equipo de congelacion (caja de poliestireno expandido y rampa de aluminio)

Microscopio

Bafio maria

Micropipetas

Pajillas de 0,5 ml estériles
Céamara de Neubauer
Alcohol polivinilico
Porta objetos

Cubre objetos

Platina caliente.



Tubos de ensayo

Tubos plésticos de 2 ml

Guantes de procedimiento

Mandil

Nitrégeno liquido

Vitamina C 95,5 % pura Sigma-Aldrich®
Vitamina E 96,6% pura Sigma-Aldrich®
Diluyente Andromed®

Diluyente Triladyl®

Agua bidestilada

Yema de huevo

Eosina

Nigrosina

3.1.3. Materiales de Oficina
Computadora

Internet

Impresora

Hojas A4

Libreta de apuntes

Esferos



3.2.  Metodologia
3.2.1. Ubicacién

El presente trabajo se realizo en dos fases, de campo y de laboratorio; la fase de campo
se realiz6 en dos cantones de la provincia de Loja: Saraguro y Gonzanamd y la fase de
laboratorio se realiz en el CENTRO DE BIOTECNOLOGIA REPRODUCTIVA ANIMAL
(CEBIREA) de la Universidad Nacional de Loja.

3.2.1.1. Saraguro

Se encuentra ubicado al sur del Ecuador, al noreste de la
provincia de Loja, sus coordenadas geograficas son: 3° 31'38” de
latitud sur, y 79° 43°41” de longitud oeste. Limita al norte con la
provincia del Azuay, al sur con el canton Loja, al este con la

provincia de Zamora Chinchipe y al oeste con la provincia de El Oro.

Se encuentra a una altura promedio de 2.525 msnm y una
superficie de 1.080km, clima templado-frio en la zona andina y calido en las zonas bajas, su
temperatura oscila entre los 8 y 27° C, precipitacion de 115mm y humedad relativa del 80%
(INAMHI, 2018).

3.2.1.2. Gonzanama

Se encuentra ubicado al sur de la provincia de Loja, a 81 Km.

.
De la capital provincial, con una superficie de 699.19 km2. Sus ™S g

Nambacola

limites son: al norte con el cantdn Catamayo, al sur con el cantdn -
Quilanga, al este con los cantones Catamayo y Loja y al Oeste con
los cantones Paltas y Calvas. Se encuentra a una altura promedio de
920m.s.n.m. hasta los 2080 m.s.n.m., la temperatura flucttia entre los ~ “**"**

16 y 20° C y una humedad relativa de 65% (INAMHI, 2018).
3.2.1.3.  Laboratorio de biotecnologia Reproductiva

El centro de biotecnologia reproductiva Animal (CEBIREA)
de la Universidad nacional de Loja se encuentra en la Quinta

Experimental “Punzara” ubicado al sur de la ciudad de Loja.




3.2.2. Descripcion e identificacion de las Unidades Experimentales (UE)

Se utilizo para la investigacion 2 reproductores bovinos criollos del biotipo Negro
Lojano y 2 del biotipo Encerado, con las siguientes caracteristicas técnicas: Machos mayores
a 18 meses de edad, que superen un didmetro testicular de 30 cm, condicion corporal de 2,5 a
3,5 y con bueno o excelente libido sexual (reflejo Flehemen). Se consider6é como unidad
experimental a un eyaculado de semen, por lo que se trabajo en la presente investigacion con

6 unidades experimentales por biotipo, total 12 UE.
3.2.3. Disefio experimental

Se realizo6 un arreglo factorial 2x4 dispuesto en un disefio de blogues al azar con dos

factores: raza (2) y tratamientos (4); fueron realizadas 3 repeticiones de cada tratamiento.

BIOTIPO TORO UE ANTIOXIDANTE TRATAMIENTOS REPETICIONES
Vitamina C (A) TiA 3
) 3 Vitamina E (B) T:iB 3
Control Triladyl (C) T:.C 3
Negro Control Andromed (D) TiD 3
Lojano (1) Vitamina C (A) T1A 3
) 3 Vitamina E (B) T:iB 3
Control Triladyl (C) T:.C 3
Control Andromed (D) TiD 3
Vitamina C (A) T2A 3
L 3 Vitamina E (B) T2B 3
Control Triladyl (C) T2C 3
Encerado Control Andromed (D) T2D 3
) Vitamina C (A) T2A 3
L 3 Vitamina E (B) T2B 3
Control Triladyl (C) T2C 3
Control Andromed (D) T2D 3




3.2.4. Descripcion de los tratamientos

En esta investigacion se realizo 4 tratamientos:

T1 Control Triladyl

T2 Control Andromed

T3 Triladyl + Vitamina C (2,5 mM = 0.45 mg/ml)
T4 Triladyl + Vitamina E (2 mM = 0.95 ul/ml)

Cada muestra de semen se colecté mediante el uso de vagina artificial, posteriormente
se realizé una pre dilucion 1:1 con el respectivo diluyente de congelacién para la determinacion
de los diferentes tratamientos. Luego las muestras espermaticas fueron diluidas para obtener
una concentracion final de 50 x10° spz/ml.

3.2.5. Manejo de los toros

Los reproductores fueron sometidos a un mismo tipo de manejo, fueron desparasitados
y vitaminados antes de empezar con el proceso de recoleccion. Los toros tuvieron un periodo
de entrenamiento de 15 dias en el proceso de salto y recoleccion seminal, periodo en el cual

fueron manejados con bozal hasta que se habituaron a saltar ante la hembra “maniqui”.
3.2.6. Meétodo y frecuencia de recoleccidn seminal

En esta investigacion se utiliz6 como método de recoleccion seminal la vagina artificial
y la frecuencia de colecta seminal se realiz6 una vez por semana, durante tres semanas
dandonos como resultado tres colectas por toro, los toros permanecieron sin contacto con

hembras entre cada colecta.

3.2.7. Variables de estudio
Volumen

Motilidad total
Motilidad progresiva
Vitalidad

Morfologia

AN N N N SR

Concentracion espermatica



3.2.8. Tomay registro de datos
Luego de obtener la muestra seminal se procedié a diluir con Triladyl y Andromed en

relacion 1:1, luego se afiadié los antioxidantes en su dilucion total y luego mantenida a una
temperatura de 37°C hasta llegar al laboratorio para realizar el examen microscépico.
Examen macroscopico

Volumen: Se midid el eyaculado en tubos de recoleccion milimetrados.

Densidad: El color del eyaculado obtenido nos permitid realizar una evaluacion macroscopica

de la concentracion espermatica.

Aspecto Densidad-Concentracion estimada
Cremoso 1.500 a 2000 x10° spz/ml
Cremoso-Lechoso 1000 a 1500 x10° spz/ml
Lechoso 750 a 1000 x10° spz/ml

Semi acuoso 300 a 500 x10° spz/ml
Acuo0so 200 x10° spz/ml

Fuente: (Ibafiez, 2016)

Examen microscépico
e Motilidad Total (M.T):

Se consider6 motilidad total a todos los espermatozoides que se mueven en cualquier

direccion. Se realiz6 la visualizacién de 10 campos de observacion y se conté un total de 100
espermatozoides, de los cuales se obtuvo un porcentaje de espermatozoides con movimiento.
e Motilidad Progresiva (M.P):

Se considerd motilidad progresiva a todos los espermatozoides que se mueven en forma

rectilinea progresiva, siendo estos los que atraviesan el campo de observacion. Se realiz6 la
visualizacién de 10 campos de observacion y se cont6 un total de 100 espermatozoides, de los

cuales se obtuvo un porcentaje de espermatozoides con movimiento progresivo.

e Vitalidad espermatica:

Se cont6 100 espermatozoides y se saco el porcentaje. Para evaluar la vitalidad del semen

se realizo la siguiente tincion:



v Se Colocé 10 pl de semen , 5 pl de eosina y 5 pl de nigrosina en partes diferentes de un
portaobjetos temperado a 37 °C, luego se homogeniza el semen con la eosina por 10
segundos y por ultimo se mezcla con la nigrosina por otros 10 segundos.

v Se toma una gota de la mezcla y se realiza el frotis

<

Secar al aire y observar con objetivo de 1000 aumentos

v’ Para la valoracién de vitalidad o vivos y muertos se contd 100 espermatozoides, los
espermatozoides vivos se observan sin tincion o blancos y los espermatozoides muertos
se tifien de color rosado.

e Morfologia espermatica:

Se contabiliz6 al mismo tiempo que vitalidad y se clasificd las malformaciones en

Primarias y secundarias, se contaron 100 espermatozoides y se anotd el porcentaje.

e Concentracion seminal

Para determinar la concentracion espermaética del eyaculado se utilizé el hemo citometro
0 camara de Neubauer. Se tomd una muestra de 10 pl de semen y se diluy6 en 990 pl de
solucion formolizada y se homogeniza la muestra, siendo ésta una dilucion de 1:100.
Posteriormente se monto la laminilla sobre la cAmara de Neubauer Luego se tomo6 una muestra
de la solucion realizada con la micropipeta y se cargé ambos lados de la cAmara de Neubauer
y esperar de 3 a 5 minutos para que la muestra se sedimente.

Luego se llevé la camara de Neubauer al microscopio 6ptico y se observo con objetivo de 40

aumentos.
Se cont6 5 cuadros de la camara para un total de 25 cuadros en forma de X.
Ya que se obtuvo el nimero de espermatozoides se aplica la siguiente formula:

E +250.000

Concentraciéon Espermatica = )

Donde:
E= NUmero de espermatozoides contados
C= Numero de cuadros contados

D= Factor de dilucién (1/100)



e Dilucién del semen
> Triladyl

La composicion final del diluyente Triladyl fue de un 20%, es decir, tres partes de agua
bidestilada, una parte de yema de huevo y una parte de este diluyente; todo esto previamente
temperado a 37 °C.

> Andromed

La composicion final del diluyente Andromed® fue del 20%, es decir, 1 parte de este

diluyente y 4 partes de agua destilada estéril previamente temperada a 37 °C.

Pre dilucién y analisis de semen: Inmediatamente tras la llegada al laboratorio, el eyaculado
fue evaluado (concentracion, motilidad total, motilidad progresiva, vitalidad y anormalidades
morfoldgicas). El eyaculado se mantuvo en el bafio-maria a 36 °C, al momento de la pre
dilucion, el diluyente tenia la misma temperatura que el eyaculado , para evitar el choque
térmico de los espermatozoides; y fue vertido lentamente por las paredes del tubo colector, y
homogenizandose suavemente.

Una vez evaluado se efectud la dilucidon final. Posteriormente el eyaculado se retira del bafio
maria hasta que alcanz6 la temperatura de laboratorio (20°C), y a esa temperatura fueron
envasados en pajillas. Con los resultados de la evaluacion seminal, se determino el nimero de

pajillas a obtener en funcion a la concentracion espermatica del eyaculado.

Formula para calcular dosis de pajillas:

N° Dosis = (volumen (ml) x Concent esperm(millones/ml) x %omotilidad x % vitalidad)

(N° de espermatozoides/dosis)
Donde:
e Volumen: volumen del semen puro
e Concentracion espermatica: Concentracion espermatica en millones/ml.
e 9% Motilidad: motilidad expresada en porcentaje.
e 9% Vitalidad: Numero de espermatozoides vivos, en porcentaje.

e N° de espermatozoides por dosis: 50 millones.



Previamente se realizo la identificacion de las pajillas (0,50 ml) codificadas con el nombre
del toro, tipo de antioxidante y fecha de coleccion. Se sell6 el extremo abierto de las pajillas
con alcohol polivinilico.

Luego se estabilizd las pajillas a 5 °C en un refrigerador durante 12 horas.

e Proceso de congelacion seminal

Congelacion de pajuelas:

La congelacion del semen se realizd siguiendo el protocolo que utiliza el Centro de
biotecnologia reproductiva animal (CEBIREA) de la Universidad Nacional de Loja, utilizando
nitrégeno liquido y descendiendo la temperatura de 5°C a -196°C, primero sometiendo las
pajuelas a vapores de nitrégeno liquido a una altura de 5 cm durante cinco minutos, para luego
ser sumergidas en nitrégeno liquido y almacenado en tanques criogénicos hasta el momento de

su evaluacion.

e Evaluacion del semen descongelado

Para descongelar las pajillas se introdujeron por 15 segundos en agua a 37 °C, luego de la

descongelacion se evaluaron los siguientes parametros:

» Motilidad Total (M.T)

Se consider0 a los espermatozoides que se mueven en cualquier direccion. Se realizé la

visualizacion de 10 campos de observacion y se cont6 un total de 100 espermatozoides, de los
cuales se obtuvo un porcentaje de espermatozoides con movimiento.
» Motilidad progresiva (M.P)

Se observo a los espermatozoides que se mueven en forma rectilinea progresiva, siendo

estos los que atraviesan el campo de observacion. Se realizé la visualizacion de 10 campos y
se contdé un total de 100 espermatozoides, de los cuales se obtuvo un porcentaje de

espermatozoides con movimiento progresivo.

> Vitalidad esperméatica

Se contd 100 células espermaticas y se saco el porcentaje.
3.2.9. Conservacién del material seminal de bovinos criollos

Se conservaron las muestras seminales que presentan mejores resultados post congelacion en
cuanto a motilidad total, motilidad individual y vitalidad espermatica en un banco de
germoplasma en el Centro de Biotecnologia Reproductiva Animal (CEBIREA) de la

Universidad Nacional de Loja.



3.2.10. Analisis estadistico

El presente trabajo de investigacion se basé en el disefio experimental de bloques
completamente al azar, en cuanto a las variables de evaluacion seminal tales como volumen,
densidad, concentracion espermatica, motilidad total, motilidad progresiva, vitalidad y
anormalidades morfoldgicas; la informacion recogida, fue procesada a través de una estadistica
descriptiva (promedios, porcentajes, desviacion estandar) y se presentd en cuadros y gréficos
representativos e ilustrativos. Para la comparacion multiple de medias se aplicé la prueba de

Tukey.

Para evaluar el efecto biotipo, antioxidante y la interaccion biotipo-antioxidante se realizd un
analisis de varianza (ANOVA) en el software R version 3.6.1 para comparar las medias de

ambos factores.



4. RESULTADOS

4.1.  Caracteristicas macro y microscopicas del material seminal de los biotipos criollos

en fresco

Como se observa en la Tabla 4 las caracteristicas macroscopicas de los eyaculados de
los biotipos analizados no presentan diferencia estadistica para volumen y densidad, en cuanto
a las caracteristicas microscopicas si hay diferencia estadistica (P<0,05) entre el biotipo
Encerado y Negro Lojano; el biotipo Encerado tiene mejores valores en concentracion
espermatica (833,33 x106 spz/ml) frente al Negro Lojano (791,67 x106 spz/ml); en cuanto a la
motilidad total el Encerado tiene 76,67 % y el Negro Lojano 70%; en motilidad progresiva y
vitalidad el Encerado posee 64 % y 75,67 % respectivamente frente al biotipo Negro Lojano
con 55,67% y 70,33% respectivamente; cabe sefialar que ambos biotipos poseen similares

valores en anormalidades morfoldgicas.



Tabla 4. Caracteristicas macro y microscopicas del material seminal de bovinos criollos en fresco

Caracteristicas

L Caracteristicas Microscopicas
macroscopicas P

_— Volumen Densidad Conc. Esperm.  Motilidad Motilidad Vitalidad  Morfologia
Biotipo Muestra

(ml) (0-5) (millones/ml) Total (%) Progresiva (%) (%) (%)
M1 8 3 800 74 62 73 11
Encerado M2 8 3 700 78 64 79 11
M3 6 3 500 85 73 82 9
M1 4 4 1000 72 58 71 5
Encerado M2 6 4 1100 75 63 75 7
M3 55 3 900 76 64 84 7
PROMEDIO 6,25 a 3,33a 833,33 a 76,67 a 64 a 75,67 a 8,33 a
M1 8,5 4 1000 69 55 71 7
I_No‘j%;‘; M2 75 3 800 83 68 85 7
M3 5 4 1000 72 57 71 7
M1 5 2 700 63 49 64 11
Negro M2 5 2 600 65 52 62 9
Lojano
M3 4,5 2 400 68 53 69 8
PROMEDIO 592 a 2,83 a 750 b 70b 55,67 b 70,33 b 8,17 a

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica significativa (P<0,05)



4.2.  Caracteristicas microscépicas del material seminal de los biotipos criollos

post congelacion

El biotipo Encerado posee mejores caracteristicas seminales post congelacion que el
biotipo Negro Lojano, independientemente del tratamiento empleado durante la congelacion,
en cuanto a motilidad total, motilidad progresiva y vitalidad, a excepcién de morfologia donde

presentan valores similares como se presenta en la Tabla 5.



Tabla 5. Caracteristicas microscopicas del material seminal de bovinos criollos post congelacion por biotipo

T1
TRILADYL

T2
ANDROMED

T3
TRILADYL +
VITAMINAC

T4
TRILADYL +
VITAMINA E

PROMEDIO

MOTILIDAD TOTAL MOTILIDAD PROGRESIVA VITALIDAD MORFOLOGIA
ENCERADO Ii\ICI)EJ(,BAT\I% ENCERADO II\IOEJC,;AIT\IC()) ENCERADO Ii\IOEJC,;AT\IC()) ENCERADO Ii\ICI)EJC;\IIQ\]c())
48,17+426a 43+6,63Db 355+476a 305%+596Db 475+432a 4217+x7,70b 817+19a 817+133a

47+469a 425%7,71Db 34,17+504a 30,67+692b 46,33+493a 42+6,96Db 8,67+121a 8,67+103a
50,17+5,60a 4483+752b 375+505a 3283+x747Db 50,5+575a 45+6,81Db 95+138a 8+0,63a
56,5+345a 4883+7,28b 4383+37la 365%6,28b 55+3,16a 48,67+668b 967+186a 95+055a
50,46 £5,67a 44,79+727b 37,75x577a 32,63+6,70b 4983+551a 4446+713b 9+164a 858*106a

Media + Error estandar

Letras diferentes en la misma fila y variable indican diferencia estadistica significativa (P<0,05)



4.3. Caracteristicas microscopicas del material seminal de bovinos criollos post
congelacion por tratamiento

Para la evaluacion seminal post congelacion se tomaron en cuenta las caracteristicas
microscopicas como motilidad total, motilidad progresiva, vitalidad y morfologia espermética
por tratamiento, sin tomar en cuenta el biotipo, los resultados se presentan a continuacion en la
Tabla 6:

Tabla 6. Caracteristicas microscopicas del material seminal de bovinos criollos post congelacion por
tratamiento

MOTILIDAD MOTILIDAD

TOTAL PROGRESIVA VITALIDAD MORFOLOGIA

T1
TRILADYL “4°~°8%596a 33+5,77a 44,83 + 6,58 a 8,17+159a
T2 4475+652a 32,42+6,05a 4417 £ 6,18 a 867+107a
ANDROMED e e = =0, 0/ x 1,
T3

TRILADYL+ 475+691a 3517%6,55a 47,75+ 6,66 a 8,75+1,29a
VITAMINA C

T4
TRILADYL + 52,67+6,75b 40,17+6,24b 51,83+£598D 958+131la
VITAMINA E

Media + Error estandar
Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica significativa (P<0,05)

En la Tabla 6 se puede observar que existe diferencias estadisticas significativas
(p<0,05) entre tratamientos, presentando el T4 (Triladyl + Vit. E) los mejores resultados en
cuanto a las caracteristicas post descongelacion con un 52,67% de motilidad total, 40,17% de
motilidad progresiva y 51,83% vitalidad. Mientras que los T1, T2 y T3 presentan valores
similares estadisticamente; en cuanto a morfologia no hubo diferencia estadistica en todos los

tratamientos.



4.4. Conservacion de las muestras del material seminal obtenido de bovinos criollos
biotipos Encerado y Negro Lojano

Las muestras obtenidas fueron un total de 288 pajillas de 0,5 ml, las cuales se
encuentran en el laboratorio de biotecnologia reproductiva (CEBIREA) en un tanque de

nitrégeno liquido de 20 Kkg.

Tabla 7. Numero de pajillas obtenidas de bovinos criollos biotipos Encerado y Negro Lojano

BIOTIPO MUESTRA #DE PAJILLAS

M1 24
ENCERADO M2 24
M3 24

M1 24

ENCERADO M2 24
M3 24

NEGRO M1 24
LOJANO M2 24
M3 24

NEGRO M1 24
LOJANO M2 24
M3 24

TOTAL 288




5. DISCUSION

El volumen promedio obtenido en los biotipos Encerado (6,25 ml) y Negro Lojano (5,9
ml), concuerdan con Aguirre, et al (2011) que obtuvieron en toros Encerados un volumen de
14 ml en dos eyaculados. Cabe mencionar lo descrito por Argiero (2012) y Palma (2009) que
mencionan que el valor normal para el eyaculado de toros jovenes (2 afios) es de 2 ml, mientras
que para toros adultos debe ser superior a 4 ml hasta 12 ml. Segun Hafez (2002), el volumen y
densidad puede variar dependiendo de varios factores como son: raza, edad, factores
ambientales y habilidad del operario, asi como también la frecuencia entre colectas disminuye

el volumen y densidad si el tiempo entre las mismas es corto.

La concentracion espermatica obtenida en esta investigacion fue de 833,33 millones
spz/ml en el biotipo Encerado y de 750 millones spz/ml en el biotipo Negro Lojano, estos
valores son menores a lo reportado por Mejia (2017) quien obtuvo una concentracion de 1059,9
millones spz/ml en bovinos criollos del Azuay; sin embargo, Palma (2009) afirma que un

eyaculado se considera de buena calidad si éste supera los 800 millones spz/ml.

En cuanto a la motilidad total, ésta fue de 76,67% en el biotipo Encerado y 70% en el
biotipo Negro Lojano en semen fresco, estos valores son superiores a los obtenidos por Bach

(2009) el cual obtuvo una motilidad total de 67,9% pre congelacion en toros Holstein.

La motilidad progresiva en semen fresco presenta diferencia estadistica significativa
entre biotipos Encerado y Negro Lojano, 64% y 55,67% respectivamente, estos resultados
coinciden con los obtenidos por Pawan (2014) quien reporta una motilidad progresiva de
63,44% en el tratamiento control en bdfalos Bhadawari. Sin embargo, Mejia (2017) y Aguirre
et al (2011), obtuvieron una mayor motilidad progresiva con 87,5% y 82,7% respectivamente

en bovinos criollos del Azuay y Loja.

Zhao (2015) en su investigacion con bovinos Quinchuan, obtuvo una vitalidad
espermatica en fresco del 73,23%, valores similares a los obtenidos en esta investigacion
(70,33%), sin embargo, Mejia (2017), en su estudio en bovinos criollos del Azuay obtuvo una

mayor vitalidad espermatica de 86,5% en semen fresco.

El porcentaje de anormalidades encontradas fue de 8,33% en bovinos Encerado y de
8,17% en bovinos Negro Lojano, siendo estos valores ligeramente inferiores a los reportados

por Mejia (2017), en su estudio en bovinos criollos quien obtuvo 10,3% en semen fresco.



El T4 (Triladyl + Vit. E) es el tratamiento que obtuvo mejores resultados post
congelacién con un 52,67%, valor menor a los datos obtenidos por Houshaimy (2018), la cual
consiguio un 72.1 % de motilidad total utilizando la misma cantidad de 2mM de Vitamina E.
El motivo de la diferencia entre el T4 y el resto de los tratamientos puede ser que la formacion
de cristales de hielo intracelulares y produccion de ROS es menor con la utilizacion de vitamina
E, lo que da como resultado una concentracion menor de solutos en la fraccion no congelada
lo cual evita alterar la presion osmotica y asi protege la funcionalidad y vitalidad espermética
post congelacion. Por otra parte, Eidan (2016) realiz6 un trabajo adicionando 2,5 mM de
vitamina C + 100 Ul/ml Catalasa y obtuvo una motilidad total de 45% post congelacion, valores

similares a los 47,5% obtenidos en esta investigacion con la utilizacion de vitamina C a 2,5mM.

Los efectos de la suplementacion de Vitamina E (T4) sobre la motilidad progresiva son
superiores (40,17%) en comparacion con el grupo control (33%). Aguirre et al (2011) en un
estudio con el biotipo criollo Encerado obtuvo una motilidad progresiva de 43% post
congelacion utilizando como diluyente Andromed®; los valores del T4 son menores a los
obtenidos por Hu (2010), quien mostré un 53,86% de motilidad progresiva adicionando 1,5
mg/ml de Vitamina E, y Pawan (2014) con un 59,72% adicionando 5mM de vitamina E,
afirmando que la adicion de Vitamina E posee un efecto favorecedor frente al tratamiento
control durante la crio preservacion evitando la produccion acelerada de ROS y controlando de

mejor manera el estrés oxidativo durante el proceso de congelacion y descongelacion.

El porcentaje de espermatozoides vivos tratados con Triladyl® en el estudio de Mejia
(2017) y Moncayo (2016) fue de 53,8% y 53,9% respectivamente, datos que no coinciden con
los obtenidos en el tratamiento control en esta investigacién donde se obtuvo un 44,83%, pero
si concuerdan con el T4 (Vit. E) donde se obtuvo una vitalidad de 51,83%. Pawan (2014) en
bufalos Bhadawari también reporté un valor mayor, con un 72,97% post descongelacion
adicionando 5mM de vitamina E. El proceso de crio preservacion es un factor para considerar,
ya que en otras investigaciones se utilizan equipos automatizados que controlan la curva de
enfriamiento durante todo el proceso. Otro factor para mencionar es la calidad seminal en
fresco, ésta influye significativamente en la calidad post congelacion por lo que se debe tener
en cuenta al momento de comparar los datos obtenidos en otras investigaciones y en este

trabajo.



Las anormalidades morfoldgicas obtenidas en esta investigacion no tuvieron diferencia
estadistica entre tratamientos, presentando los 4 tratamientos un rango de anormalidades entre
8,17% y 9,58%los cuales son menores a los presentados por Mejia (2017) el cual obtuvo un
15% de anormalidades totales post congelacion en bovinos criollos del Azuay.

En cuanto a diluyentes, no se encontr6 diferencia estadistica (P<0,05) entre Triladyl y
Andromed, lo cual coincide con lo reportado por Galarza (2013) quien no obtuvo diferencias
entre dichos diluyentes en la crio conservacion de semen de bovinos Jersey. Sin embargo,
Carballo et al. (2009) reporta que obtuvo mejores resultados con el diluyente Triladyl, esto

puede estar influenciado por el tiempo de estabilizacion de 9 horas.

Tomando en cuenta el biotipo los bovinos Encerado posee mejores caracteristicas
seminales pre y post congelacion gque el biotipo Negro Lojano, una de las posibles causas serian
las condiciones medio ambientales ya que bovinos del Canton Saraguro (clima frio) obtuvieron
mejores caracteristicas que los bovinos ubicados en el cantdn Gonzanama (clima célido)
coincidiendo con Ifiguez (2017), quien menciona que bovinos criollos poseen mejores
caracteristicas seminales en época lluviosa que en época seca; otro factor a considerar es el
numero de ejemplares utilizados, ya que se deberia tener un mayor nimero de ejemplares por

biotipo para obtener resultados méas confiables.



6. CONCLUSIONES

El uso de antioxidantes como la vitamina E y C adicionadas en el diluyente Triladyl®
permitio conservar las caracteristicas microscépicas tales como motilidad total, motilidad
progresiva y Vitalidad luego del proceso de crio preservacion frente a los tratamientos
control con diluyente Andromed® y Triladyl®.

El biotipo Encerado posee mejores caracteristicas tales como motilidad total, motilidad
progresiva y vitalidad que el biotipo Negro Lojano pre y post congelacion, a excepcion de
anormalidades morfologicas donde ambos biotipos poseen similares valores.

La Vitamina E por su funcion antioxidante al reducir los niveles de ROS permitié mantener
de mejor manera la calidad seminal post congelacion con relacion a los otros tratamientos.
El material seminal (pajillas) en el que fue adicionado vitamina E se mantiene en crio
preservacion en tanques de nitrégeno liquido en el Centro de Biotecnologia Reproductiva
Animal (CEBIREA) debido a que éstas obtuvieron mejores caracteristicas post

congelacion.



7. RECOMENDACIONES

Realizar mas estudios en el ambito reproductivo de los biotipos criollos para obtener mayor
cantidad de informacion para futuras investigaciones.

Se recomienda a la adicion de vitamina E (2mM) durante el procesamiento de muestras
seminales, ya que por su caracteristica antioxidante reduce el estrés oxidativo al cual es
sometido el semen bovino y ayuda a conservar su calidad.

Dados los mejores resultados obtenidos en otros trabajos con la adicién de vitamina E en
dosis mayores (5mM), se recomienda en futuros trabajos probar con cantidades mayores
de vitamina E a las utilizadas en este ensayo (2mM).

Desarrollar en el Centro de Biotecnologia Reproductiva Animal (CEBIREA) de la
Universidad Nacional un banco de germoplasma para conservar el material seminal de
toros criollos y contribuir a la diversidad zoo genética de nuestra region.

Difundir mediante charlas y capacitaciones a los ganaderos sobre el valor genético de las
razas criollas y el beneficio de su conservacion ya que éstas aportan rusticidad,
adaptabilidad a las condiciones ambientales de la zona y mayor resistencia a enfermedades.
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