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RESUMEN

Raudales, J.; Cerrato, H. 2006. Evaluacién de dos diluyentes para la criopreservacion de
semen bovino. Proyecto Especial de Ingeniero Agronémo, El Zamorano, Honduras. 21 p.

El proceso de congelacién/descongelacion provoca lesiones en los espermatozoides
debido a su sensibilidad a las bajas temperaturas. El objetivo de este estudio fue evaluar
dos diluyentes para la criopreservacion del semen bovino. El ensayo se realizd en el
laboratorio del Fondo Ganadero, Comayagua, Honduras. Se evaluaron 20 eyaculados
provenientes de toros de cuatro razas y sus cruces. Los eyaculados que cumplieron los
criterios de inclusion fueron divididos en dos fracciones: El tratamiento 1 fue 50% del
eyaculado fue procesada con el diluyente Continental Two Step®. El tratamiento 2 fue
50% del eyaculado fue procesada con el diluyente a base de leche descremada UHT +
antibiético + 8% de glicerol. Las colectas de semen se hicieron mediante un
electroyaculador. Las variables de Motilidad Masal (MM) Motilidad Individial (MI)
precongelamiento y poscongelamiento no presentaron diferencia significativa (P > 0.05)
de igual manera para la anormalidad precongelamiento no fue significativa (P > 0.05); el
fndice de Recuperacion (IR), la Calidad Bioldgica (CB), la anormalidad
poscongelamiento y el porcentaje de muestras aptas y no aptas para Inseminacion
Artificial (I.A.) las diferencias fueron significativas entre si (P < 0.05) obtenindo los
mejores resultados el diluyente Continental Two Step®. Se utiliz6 un disefio experimental
de Bloque Completos al Azar (BCA), realizando un ANDEVA y separacion de medias, la
variable porcentaje de muestras aptas y no aptas para la L.A. fue analizada con el PROC
FREQ utilizando la prueba de Chi-cuadrado.

Palabras clave: Calidad bioldgica, leche descremada, motilidad individual.
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1. INTRODUCCION

En el pasado, los resultados obtenidos con el semen congelado eran poco satisfactorios,
especialmente cuando el semen se depositaba fuera del ttero, pero con el uso de
diluyentes mejorados, la tasa de prefiez con el semen congelado puede compararse a los
niveles logrados con semen fresco. Aunque los procesos de congelacion y descongelacion
matan a los espermatozoides (hasta un 20-50%), la congelacion es necesaria para
prolongar la vida del semen y el periodo de tiempo en que las hembras pueden ser
inseminadas. Sin el uso del semen congelado, seria dificil inseminar en diferentes
regiones geograficas e imposible poder utilizar semen de otros paises (Schoenian 2001).

El proceso de congelacion/descongelacion provoca lesiones en cualquier tipo de célula,
pero los espermatozoides son especialmente sensibles a las bajas temperaturas, sufriendo
el proceso que se denomina choque por frio. Las particularidades que presenta el
espermatozoide hace que sea muy sensible al choque por frio (Pursel ef al. 1973), que
produce una alteracion de funcionalidad de la membrana espermética y compromete la
viabilidad celular. Estas alteraciones del espermatozoide, hacen que disminuya el tiempo
en el cual el espermatozoide puede ser fértil, de tal manera que al usarse en inseminacion
artificial se obtenian resultados inferiores a los obtenidos con semen refrigerado.

El proceso de criopreservacion de semen causa reduccioén en la viabilidad espermatica
debido a las alteraciones en la temperatura y al efecto de osmolaridad, afectando las
membranas. Los dafios en las membranas pueden variar de cambios en la organizacion y
composicion lipidica, fluidez y de permeabilidad hasta ruptura total. De esta forma, los
espermatozoides presentan dafios en la produccion del ATP y la motilidad espermaética,
reduccion de la fertilidad, y hasta muerte, como consecuencia de las alteraciones en el
plasma de las membranas acrosomal y mitocondria (Watson 2000).

El proceso de criopreservacion de semen esta dividido en cinco pasos: dilucion,
enfriamiento, congelacion, almacenamiento y descongelado. Cada uno de esos pasos tiene
una relacion con la estructura funcional de las membranas y el metabolismo celular
(Amanny y Pickett 1987, Hammerstedt er al. 1990). La preservacion de las estructuras
espermaticas pos-congelado es obtenida por una interacion entre diluyente, crioprotector,
curvas de enfriamento, congelacion y descongelacion, buscando minimizar los dafios
causados por el choque frio, formando cristales de hielo y deshidratacién celular
(Amanny y Pickett 1987; Jasko 1994; Yoshida 2000).



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 LOCALIZACION

El estudio se realiz6 entre Mayo a Septiembre de 2006, en las instalaciones del
Laboratorio de Reproduccion Animal del Fondo Ganadero de Honduras, ubicado en
Comayagua, Honduras, ademds se utilizé el laboratorio de reproduccion animal de la
Escuela Agricola Panamericana.

2.2. MATERIAL SEMINAL

Se analizaron 20 eyaculados recolectados de toros de las razas Pardo Suizo, Brahman,
Angus, Rogmanola y sus cruces, provenientes del plantel de reproductores del Fondo
Ganadero de Honduras. Los toros tenian edades comprendidas entre 18 y 48 meses.
Todos los animales fueron sometidos a un examen clinico veterinario para verificar su
buen estado de salud, ademas de ser sometidos a las pruebas serolégicas de IBR, DVB,
Leucosis, Brucelosis y Leptospira y fueron desparasitados 30 dias antes de iniciar la
investigacion. Todos los animales se mantuvieron bajo las mismas condiciones de
alimentacidon y manejo en sus respectivos toriles individuales.

2.3. CRITERIOS DE INCLUSION PARA LOS EYACULADOS
Los siguientes fueron los criterios exigidos

a) Volumen del eyaculado no menor de 5 mL ni mayor de 10 mL
b) Concentracién > 500 x 10° espermas/mL

¢) Motilidad en masa > 70%

d) Motilidad espermatica individual > 70%.

2.4. TRATAMIENTOS

Se procesaron 20 eyaculados, los que cumplieron los criterios de inclusiéon fueron
divididos en dos fracciones y a cada una se le asign6 un tratamiento.

Tratamiento CTS: 50% de la fraccion del eyaculado fue procesada y congelada con el
) ' ®
diluyente Continental Two Step .

Tratamiento LDG: 50% de la fraccion del eyaculado fue procesada y congelada con el
diluyente a base de leche descremada UHT + antibidtico + 8% de glicerol.




El cambio de temperatura durante el enfriamento de la célula altera las propriedades
fisicas de todas las membranas celulares. La adicién de crioprotetor penetrante altera el
volumen celular y la congelacion altera la estructura y el volumen de la membrana. El
almacenamiento representa el estado celular de dormancia celular. Cuando la célula es
descongelada, es removido el diluyente de almacenaje, ocurre la recuperaciéon y
expansion de la membrana (Amanny y Pickett 1987; Hammerstedt et al. 1990; Watson
1995).

Los espermatozoides se encuentran en el plasma seminal que suministra los nutrientes
necesarios para mantener una elevada actividad metabdlica, necesaria para el proceso de
transporte espermdtico a través del genital femenino. En el eyaculado, esta actividad
metabolica solo puede mantenerse durante un periodo de tiempo muy limitado. Para
poder conservar el semen durante periodos prolongados es necesario que se reduzca la
actividad metabolica de los espermatozoides, mediante la diluciéon en un medio adecuado
y la reduccién de la temperatura (Gadea 2003).

Un diluyente es una solucién acuosa que aumenta el volumen del eyaculado hasta
conseguir las dosis necesarias y preserva las caracteristicas funcionales de las células
espermaticas y mantiene el nivel de fertilidad adecuado (Gadea 2003).

El diluyente debe interactuar con el semen y proporcionar proteccion para los diferentes
compartimentos celulares durante el enfriamiento, congelacion y descongelacion. Por eso,
su constitucion debe garantizar nutricidon, proteccion, balance eletrolitico (pH y
osmolaridad) e inhibicién bacteriana. Los constituyentes basicos de los diluyentes son
substancias energéticas, crioprotectores, soluciones tampodn y antibidticos (Graham 1995;
Squires et al. 1999; Holt 2000).

El diluyente debe aportar los nutrientes necesarios (glucosa) para el mantenimiento
metabodlico de la célula espermatica, la proteccion frente al shock térmico por frio,
controlar el pH del medio (Bicarbonato, TRIS, HEPES), la presion osmética (sales NaCL,
KCl) y la inhibicién del desarrollo microbiano (antibidticos) (Gadea 2003).

En ausencia del crioprotector, la congelacion causa de 30-40% de destruccion de los
liposomas ligados a las proteinas de la bicapa lipidica. Las altas concentraciones (10-
20%) del crioprotector desestabilizan los liposomas igual que antes de la congelacion, por
lo tanto disuelven los fosfolipidos, mientras que en concentraciones moderadas, previenen
un efecto perjudicial en la deshidratacion de los lipidos en la congelacion (Strauss e
Ingenito 1980).

La yema de huevo posee lipoproteinas de baja densidad, principalmente la
fosfatidilcolina, que son responsables de la accion protectora de las membranas (Watson
1995). La adicién de la lipoproteina aislada al diluyente preserva mejor la calidad y la
capacidad de fertilidad del semen de bovino, después del proceso de congelacion y
descongelacion en comparacion de la adicion de la yema de huevo (Amirat et al. 2004).



La leche ha tenido auge en la inseminacién artificial en bovinos especialmente mediante
la utilizacién de semen refrigerado. Se hace necesario que se busquen nuevos medios de
conservacion y transporte (diluyentes) que sean de mas facil consecucion, preparacion y
de menor costo que los diluyentes que se emplean en la actualidad. Este es el caso de la
leche descremada ultrapasteurizada (UHT), la cual ofrece ventajas como la de
proporcionar un medio libre de gérmenes para el esperma y el que solo requiere ser
atemperada Optimamente para ser adicionada al semen. Por esto, se pretende comprobar
la utilidad de la leche descremada ultrapasteurizada como medio de conservacion de
semen refrigerado.

El objetivo de este estudio fue evaluar la calidad bioldgica, el porcentaje de muestras
aptas para la L.A. y los efectos sobre los parametros microscopicos del semen bovino
poscongelado utilizando dos diluyentes para criopreservacion.



2.5. METODOLOGIA

Para la extraccion del semen se utilizd el método de electroeyaculacion utilizando un
equipo Ideal Instrumens Electrojack 5% el cual aplica 32 voltios/ciclo en el reostato.
Inmediatamente antes de la recoleccidn del semen, los toros fueron sometidos a un lavado
prepucial con Solucién Salina Fisiologica (SSF 0.9% NaCl), se recortaron los pelos de la
brocha del prepucio y se realiz6é un masaje transrectal de las glandulas accesorias.

Posteriormente se recolectd el semen en una bolsa plastica estéril adaptada al colector del
equipo, inmediatamente el semen fue enviado al laboratorio en una incubadora a 35—
37°C; una vez en el laboratorio se colocd en un tubo de vidrio graduado y atemperado
para su procesamiento.

Todos los materiales que entraron en contacto con el semen se mantuvieron a 35- 37°C.
Inmediatamente fueron evaluados el volumen, color, olor y pH, utilizando como criterios
los propuestas por Holy (1987):

a. Volumen: en toros el volumen del eyaculado varia entre 2-10 o més mL siendo el
promedio de 5 a 6 mL dependiendo de la edad, raza, uso del toro y del tamafio de
los testiculos principalmente.

b. Color: el semen de buena calidad debe tener un color blanco lechoso, grisaceo
lechoso o amarillento cremoso (Holy 1987).

c. Olor: es determinado por el contenido de un lipido, la espermina; se acepto el
semen que no presente olores extrafios como: urinoso, excrementoso o putrefacto.

d. pH: en el semen de bovino oscila en un rango de 6.5 a 7. Su medicidn se realizo6
utilizando papel tornasol.

Seguidamente se retiré una muestra de 100 pL en un tubo eppendorf para la evaluacion
microscopica segin Wenkoffy y Zavaleta (1997), la cual consistié en:

2.5.1 Motilidad Masal (MM). Este parametro evalta la capacidad de movimiento de los
espermas. Para su evaluacion se utilizé un porta-objetos atemperado a 35°C en el cual se
deposité una gota de semen fresco sin diluir, la cual fue observada a 10X y 20X en un
microscopio de contraste de fase con platina térmica. Para su puntuacion se utilizo la
clasificacion propuesta por Vera (2001), la cual se presenta en el Cuadro 1.



Cuadro 1. Determinacion de la Motilidad Masal (MM) en eyaculados de toro.

Valor % Descripcion Clasificacion
1 <50 No hay ondas. Movimiento espermético vibratil Pobre
2 50-70  Ondas ligeras con movimiento apenas perceptibles Aceptable
3 70-90  Ondas aparentes. Remolinos con movimiento moderado ~ Buena
4 90-100 Ondas oscuras con movimientos rapidos Muy buena

Fuente: Vera (2001); Adaptado por los autores.

2.5.2 Motilidad Individual (MI). Esta evaluacion permite calcular el porcentaje de
espermatozoides con movimiento rectilineo progresivo presentes en una muestra de
semen; se tom6 como anormal cualquier otro movimiento diferente al rectilineo
progresivo (pendular, circular, retroactivo). Su evaluacion fue realizada colocando una
gota de semen fresco diluido en Solucién Salina Fisiolégica (SSF) en proporcion de
10:100 en un portaobjetos atemperado a 35°C, posteriormente se cubri6é con una laminilla
atemperada y se observd a 40X en el microscopio de contraste de fase. Para su
clasificacion se tom6 como patrén la propuesta por Zemjanis (1981), la cual se presenta
en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Clasificacion de la Motilidad Individual (MI) espermatica en el toro.

Células moviles % Valor numérico Valor descriptivo
0-20 1 Muy pobre
20-40 2 Pobre
40-60 3 Regular
60-80 < Buena
80-100 5 Muy buena

Fuente: Zemjanis (1981); Adaptado por los autores.




2.5.3 Concentracion. Este pardmetro indica la cantidad de espermatozoides presentes en
una unidad de volumen (mL), siendo de gran importancia para la clasificacién del
eyaculado como para el célculo de la dilucién a utilizar. Se utilizé un espermiodensimetro
Karras®, el cual se basa en la turbidez de una suspension de diferentes concentraciones de
espermios, vistas en la escala del densimetro. Se colocé 9 mlL de agua dentro del
densimetro mediante una pipeta. Después se adicion6 un mL de semen puro en el
densimetro. Se tapd el densimetro con el pulgar e invirtié suavemente 2 a 3 veces, a fin de
suspender las células espermadticas. Se observo la escala y se compar6 con los datos de
una tabla la cual da la concentracion (Anexo 1) (Minitub 2006).

2.5.4 Morfologia. Este parametro es de suma importancia, ya que de la normalidad e
integridad de la célula espermética dependera su capacidad fecundante. En un eyaculado
normal de toro se puede encontrar un gran numero de células anormales, consideradas
como desecho fisioldégico cuando su valor se encuentra entre 5 y 15% del total, sin
embargo, si el valor encontrado es mayor que 15% se considera anormal y la fertilidad
del toro se encontrara comprometida seriamente (Holy 1987).

Para su determinacion se utilizé la coloracion farelly stain, compuesta de tres pasos: un
fijador y dos colorantes. Para esta tincion se realizé un frotis delgado diluido 10:100 y
fijado al aire en una placa, posteriormente se introdujo la preparaciéon en la solucion
fijadora durante 10 segundos. Luego las preparaciones se mantuvieron verticales sobre un
papel filtro, para dejar escurrir el exeso de la solucién fijadora. Posteriormente las placas
pasaron por cada uno de los colorantes. En el colorante A estuvo sumergido por 20
segundos, luego se lavd y seco con papel absorbente, para el colorante B se sumergi6 por
5 segundos se lavé y luego se escurri6 verticalmente hasta secar. Para el calculo se conto
un minimo de 200 espermatozoides por placa.

El tratamiento con el diluyente Continental Two-Step® (CTS) consta de una solucion A 'y
B que una vez restituida esta compuesta de:

Tris 2.42%
Acido citrico 1.38%
Fructosa 1.00%
Yema de huevo 20.00%
Glicerol 7.00%
Tilosina 5.50 mg
Gentamicina 27.50 mg
Lincospectina 16.50 mg
Espectinomicina 33.00 mg

Agua bidestilada 66.20%



El tratamiento con el diluyente LDG est4 compuesto de:

Leche descremada 92%
Glicerol 8%
Tilosina 5.50 mg
Gentamicina 27.50 mg
Lincospectina 16.50 mg
Espectinomicina 33.00 mg

2.6. METODOLOGIA PARA ENFRIAMIENTO Y CONGELACION

La metodologia para el enfriamiento y empaque del tratamiento CTS se describe a
continuacion:

El semen fue prediluido en una proporciéon 1:1 con la fracciéon A del diluyente a una
temperatura de 35°C durante 15 minutos y posteriormente se agreg6 el resto de la fraccion
Ay se enfri6 a 5°C. Una vez a 5°C se dej6 equilibrar durante 2 horas, tiempo al cual se le
agregd una cantidad igual de diluyente B a 5°C. Se envas6 en pajillas de 0.5 mL
utilizando una concentracion de 30 x 10° espermatozoides/pajilla, posteriormente se dejo
equilibrando durante 4 horas a 5°C, al cabo de este tiempo se congeld en vapores de Nj
durante 10 minutos a 4 cm de altura sobre el nivel del N, y utilizando lotes de 50 pajillas.
Despés de los 10 minutos fueron agrupadas en los goblets de a cinco pajillas por goblets
y dos goblets por escalerilla para luego ser depositadas directamente en el termo con N;
liquido.

Al cabo de 24 horas posteriores a la congelacion, se descongelaron cinco pajuelas de cada
muestra a 37°C por 40 segundos en bafio maria y se evaluaron nuevamente, calculando
MI y concentracion espermatica. Para el célculo de la MI el semen fue diluido en SSF en
proporcion 1:4 segun lo recomendado por Rosas (1997).

La metodologia para el enfriamiento y empaque del tratamiento LDG se describe a
continuacion:

La leche se lleva a 95°C durante 15 minutos en un agitador con placa de calentamiento
(debe estar en constante movimiento evitando la formacién de nata), posteriormente, se
deja enfriar y se le agrega el resto de reactivos.

Protocolo LDG

1. El diluyente preparado se lleva a 29°C en bafio maria, al igual que la temperatura del
semen.

2. Se diluye el semen (de acuerdo con los andlisis pertinentes) se empaca en pajuelas de
0.5 mL y se pone a enfriar en la cdmara climética a 5°C durante 4 horas.




3. Exponer las pajuelas a vapores de nitrdgeno a 4 cm sobre el nitrogeno liquido por 10
minutos.

4. Después de exponerlas al vapor de nitrégeno liquido se introducen directamente en el
termo.

5. Descongelar a 37°C durante 40 segundos para realizar las pruebas poscongelado.
Colocar una gota pequefia en el portaobjetos, para que al colocar el cubreobjetos la
pelicula sea fina, de lo contrario los glébulos de grasa dificultan el andlisis de los
espermatozoides.

La calidad biolégica estd representada por el valor obtenido de multiplicar la MI

poscongelado por la concentracion, dicho valor fue interpretado de acuerdo al Cuadro 3.

Cuadro 3. Célculo de la calidad bioldgica, expresada en el numero de espermas viables
por dosis de semen al descongelado (a concentracion de 30 millones de espermas).

Motilidad Individual (MI) # de espermas viables Resultado

(%) (Millones)

20 6.0 No adecuada
23 7.5 No adecuada
30 9.0 Aprobada

35 10.5 Aprobada

40 12.0 Aprobada

45 154 Aprobada

50 15.0 Aprobada

Fuente: Rosas (1997); Adaptado por los autores

Se consideraron muestras aptas para la L.A. aquellas que presenta >35% de MI, calidad
biologica igual o superior a 9 % 10° y un Indice de Recuperacién (IR) superior a 30, ya
que valores entre 31 y 40 son considerados buenos, 41 a 50 muy buenos y mayores de 51
excelentes. El IR es el resultado de dividir la MI poscongelacion por la MI antes de
congelar por cien.

2.7 VARIABLES MEDIDAS:

Motilidad en Masa (MM) pre y poscongelado (%).
Motilidad Individual (MI) pre y poscongelado (%).
fndice de recuperacién (%).

Calidad biolégica.

Anormalidades pre y poscongelado (%).

Muestras aptas y no aptas para L.A. (%).
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2.8. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz6 un Bloque Completamente al Azar (BCA) con dos tratamientos y 20
repeticiones por tratamiento. Para el andlisis de las variables con divisién porcentual de
MM, MI, porcentaje de recuperacion y porcentaje de anormalidades, fueron corregidos a
través de la funcidn arc-seno para su normalizacidn; se utilizé el Modelo Lineal General
(GLM), realizando un ANDEVA vy separacién de medias, para los valores donde se
encuentraron diferencias se aplico el procedimiento de Diferencia Minima Significativa
(DMS). La variable porcentaje de muestras aptas y no aptas para la I.A. fue analizada con
el PROC FREQ utilizando la prueba de Chi-cuadrado; para la interpretacion de la calidad
biologica se utilizd procedimientos de estadistica descriptiva. El valor de significancia
exigido fue de 0.05 y el programa estadistico utilizado fue Statistic Analysis System
(SAS 2002).




3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 MOTILIDAD MASAL (MM) PRECONGELADO Y POSCONGELADO

El valor porcentual promedio obtenido de la MM precongelado se ubica dentro de la
clasificacién de bueno de acuerdo a lo propuesto por Vera (2001). El tratamiento CTS
present6 un 8.57% mas de MM al poscongelado que el tratamiento LDG (Cuadro 4).

Las diferencias encontradas no fueron significativas entre tratamientos CTS y LDG tanto
para la MM precongelado (P = 0.77) como para poscongelado (P = 0.14).

Cuadro 4. Disminucién porcentual en la Motilidad Masal (MM) precongelamiento y
poscongelamiento.

Tratamiento Motilidad en Masa Disminucién

Precongelado (%) Poscongelado (%) (%)
CTS 89.00 £ 7.53 76.00 + 8.20 14.61
LDG 89.75+7.34 70.00 + 11.69 22.01
CV 15.46 20.01

CTS = Diluyente Continental Two Step®.
LDG = Diluyente a base de leche descremada UHT + antibidtico + 8% de glicerol.

3.2 MOTILIDAD INDIVIDUAL (MI) PRECONGELADO Y POSCONGELADO

Las diferencias encontradas no fueron significativas entre tratamientos CTS y LDG tanto
para la MI precongelado (P = 0.89) como para el poscongelado (P = 0.051). La MI
precongelado fue clasificada dentro de la categoria de bueno de acuerdo a lo propuesto
por Zemjanis (1981) para ambos tratamientos; la MI poscongelado presentd
disminuciones porcentuales de hasta el 66% (Cuadro 5) al compararla con la MI
precongelado (fresco), sin embargo, el tratamiento CTS present6é un 21.06% més de MI
que el tratamiento LDG, cabe recalcar que en el campo ocular del microscopio los
globulos de grasa que presenta la leche impiden tener una mejor visibilidad de los
movimientos de los espermatozoides, lo que posiblemente afectd los resultados.
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La importancia de la MI radica en que las células espermadticas tienen un movimiento
progresivo de avance hacia el frente lo cual es crucial para facilitar el paso a través del
cuello uterino y unidén uterouvérica y, lo que es mas importante, hace posible la
penetracién de las células del monticulo ovérico y la zona pelicida del 6vulo (Hafez
1996). De igual manera, estos resultados coinciden con las investigaciones de Soto
(2001) quien opina que la disminunién en MI poscongelado puede oscilar entre 30-40% 6
mas dependiendo de las individualidades de cada toro y de la composicion lipidica de la
bicapa en la membrana del espermatozoide.

Cuadro 5. Disminucidn porcentual de la MI precongelamiento y poscongelamiento.

Tratamiento Motilidad Individual (MI) Disminucion
0
Precongelado (%) Poscongelado (%) (o)
CTS 75.25+5.25 30.75+6.54 59.14
LDG 75:50 < 5,10 25.40 + 8.79 66.36
C.V 10.11 20.51

CTS = Diluyente Continental Two Step®.
LDG = Diluyente a base de leche descremada UHT + antibidtico + 8% de glicerol.

3.3 ANORMALIDADES PRECONGELAMIENTO Y POSCONGELAMIENTO

Los porcentajes de anormalidades en ambos tratamientos fueron muy similares pero el
incremento en anormalidades para el tratamiento CTS fue mayor, sobre el tratamiento
LDG en un 21.62% (Cuadro 6), sin embargo, los resultados muestran que las
anormalidades pre y poscongelamiento estan dentro del rango de 5 y 15% establecido por
Hély (1987), para semen fresco y de hasta 25% para semen congelado (Vera 2001).

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos CTS y LDG para las
anormalidades precongelado (P = 0.81) pero para las anormalidades poscongelado hay
diferencias significativas (P = 0.028).
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Cuadro 6. Incremento porcentual de anormalidades al poscongelamiento

Tratamiento Anormalidades (%) Incremento
Precongelado Poscongelado (%)
B2, ; T
CTS 10.8 +2.98 21.45+2.70 98.61
%
LDG 11.1+5.61 20.10 £ 2.61 81.08
oY 38.80 22.29

* Medias difieren entre si (P < 0.05).
CTS = Diluyente Continental Two Step®.
LDG = Diluyente a base de leche descremada UHT + antibidtico + 8% de glicerol.

3.4 INDICE DE RECUPERACION

El indice de recuperacién muestra que para el tratamiento CTS tiene un 41.66% en Indice
de Recuperacion (IR) y el tratamiento LDG presenta un 33.73% en IR mostrando asi una
mejora del 23.51% de el tratamiento CTS sobre el tratamiento LDG. Los indices de
recuperacion estan considerados dentro de la calificacion de bueno para el tratamiento
LDG y muy bueno para el tratamiento CTS. Se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos CTS y LDG (P = 0.042).

3.5 CALIDAD BIOLOGICA

La calidad biologica para el tratamiento CTS presenta la clasificaciéon de aprobado
mientras que el tratamiento LDG es no adecuada para la I.LA. (Cuadro 7) segun la
clasificacion de Rosas (1997). Se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos CTS y LDG (P = 0.035).
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Cuadro 7. Calidad biologica (MI poscongelado % concentracion de la dosis seminal)
de acuerdo a cada tratamiento (a concentracion de 30 millones de espermas).

MI
Tratamiento (%) # de espermas viables/dosis Resultado
CTS 30.75 9,225,000 * Aprobado”
LDG 25.40 7,620,000 * No adecuado

* Medias difieren entre si (P < 0.05).

¥ Se consideran muestras aptas para la LA. aquellas que presentan un nimero igual o
superior a 9 x 10° espermas viables.

CTS = Diluyente Continental Two Step®.

LDG = Diluyente a base de leche descremada UHT + antibidtico + 8% de glicerol.

MI = Motilidad Individual.

C.V.=29.71

3.6 PORCENTAJE DE MUESTRAS APTAS Y NO APTAS PARA LA LA.

Para el analisis de estos resultado se consideraron muestras aptas para la I.A. aquellas que
presentaron 35% o mas de MI, calidad bioldgica igual o superior a 9 X 10 y un Indice de
Recuperacion (IR) superior a 30, dando como resultado 14 muestras aptas para el
tratamiento CTS y para el tratamiento LDG s6lo 7 muestras fueron aptas; las diferencias
fueron significativas entre tratamientos (P = 0.028) (Figura 1).
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Muestras aptas y no aptas (%)

CTS LDG

Tratamientos

O No aptas

Figura 1. Porcentaje de muestras aptas y no aptas para la LA.

CTS = Diluyente Continental Two Step®.

LDG = Diluyente a base de leche descremada UHT + antibiotico +
* Medias difieren entre si (P < 0.05) expresada porcentualmente.

8% de glicerol.




4. CONCLUSIONES

La mayor calidad bioldgica del semen y el mayor porcentaje de muestras aptas para la
LA. se logro ultilizando el diluyente Continental Two Step®.

El diluyente Continental Two Step® presentd los mejores resultados para los parametros
microscopicos del semen poscongelado.



5. RECOMENDACIONES

Bajo las condiciones de este estudio utilizar el diluyente Continental Two Step® para los
procedimientos de congelacion de semen bovino en el laboratorio del Fondo Ganadero de
Honduras.

Investigar la fertilidad del semen in vivo mediante tasas de prefiez para comparar los dos
diluyentes.
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Anexo 1. Tabla para la medicién de la concentracién seminal.

Valor Factor de Dilucion
0.1/10 0.2/10 0.3/10 0.4/10 0.5/10 0.6/10 0.7/10 0.8/10 0.9/10 1.0/10
95 1.35 675 450 337 270 205 193 168 159 135
90 1.50 750 500 375 300 250 214 187 167 150
85 1.65 825 550 412 330 275 235 206 183 165
80 1.80 900 600 450 360 300 237 225 200 180
75 1.95 975 650 487 390 325 278 243 216 195
70 2.10 1.05 700 525 420 350 300 262 233 210
65 225 1.125 750 562 450 375 321 281 250 225
60 245 1225 816 612 490 408 350 306 272 245
33 2.65 1325 883 662 530 441 378 331 294 265
50 295 1475 893 737 590 491 421 369 328 295
45 335 1.675 1.116 837 670 558 478 418 372 335
40 3.7 1875 1.25 937 750 625 536 469 416 375
35 425 2125 1.416 1.062 850 708 607 531 = 472 425
30 485 2425 1.616 1.212 970 808 693 606 539 485
25 5.55 2775 185 1387 1.11 925 793 694 617 555
20 6.35 3.175 2.116 1.587 127 1,058 907 794 705 635

302432




19

Pursel, V.G.; Johnson, L. Schulman, L. 1973. Effect of dilution seminal plasma e
incubation period on cold shock susceptibility of boar spermatozoa. Journal of Animal
Science 37:528-531.

Rosas, P. J. 1997. Evaluacion de la capacidad reproductiva de los toros. Determinacién de
la calidad del semen congelado. En: Memorias del VI curso de actualizacién en
reproduccion animal. Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y Agropecuarias.
Tabasco, México. 1-24 p.

SAS. 2002. SAS Users Guide Statistical Analysis Institute Inc, Cary NC.

Schoenian, S. 2001. An update on Sheep Al (en linea). Maryland Ruminant Page.
Maryland, U.S.A. Consultado 23 nov. 2005. Disponible en
http://www.agroterra.com/profesionales/articulos.asp

Soto. 2001. Evaluacion seminal comparativa pre y post-congelado en machos bovinos. En
reproducciéon Bovina C. Gonzilez-Staganaro (Ed). Fundacidén Girarz, Maracaibo.
Venezuela. Cap XV. 251-262p.

Squires, E.L.; Pickett, B.W.; Graham, J.K.; Vanderwall, D.K.; Mccue, P.M.; Bruemmer,
J.E. 1999. Cooled and frozen stallion semen. Fort Collins: Animal Reproduction and
Biotechnology Laboratory. 89 p.

Strauss, G; Ingenito, E.P. 1980. Stabilization of liposome bilayers to freenzing and
thawed: effects of cryoprotective agents and membrane proteins. Cryobiology
17:508-515.

Vera, M.O. 2001. Evaluacion seminal comparativa pre y poscongelacion en machos
bovinos. En: Reproduccion Bovina. C. Gonzdlez-Stagnaro (Ed). Fundacion Girarz,
Maracaibo-Venezuela. Cap. XV: 251-262.

Watson, P.F. 1995. Recent developments and concepts in the cryopreservation of
spermatozoa and the assessment of their post thawing function. Reproduction, Fertility
and Development 7:871-891.

Watson, P.F. 2000. The causes of reduced fertility with cryopreserved semen. Animal
Reproduction Science 60(1):481-492.

Wenkoffy, M.S.; Zavaleta, C. 1997. Evaluacion de la capacidad reproductiva de los toros,
caracteristicas del eyaculado. En: Memorias del VI curso de actualizaciéon en
reproduccién animal. Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y Agropecuarias.
Tabasco, México. 1-24 p.




20

Yoshida, M. 2000. Conservation of sperms: current status and new trends. Animal
Reproduction Science 60:349-355.

Zemjanis, R. 1981. Reproduccién animal. Diagnéstico y Técnicas Terapéuticas. 6® ed.
México. Ed. Limusa. 253 p.





