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Resumen

La evaluacion de la aptitud reproductiva es un examen que permite identificar toros fértiles,
subfértiles o infértiles, que puedan afectar la productividad. Los objetivos de esta investigacién fueron
determinar la calidad seminal pre y pos criopreservacion, evaluando pardmetros macro y
microscépicos como circunferencia escrotal, volumen, pH, color, concentracidon, motilidad masal
(MM) y motilidad individual (Ml) en fresco y diluido; ademas, se utilizé la prueba de reduccion de azul
de metileno (TRAM), y se determinaron las correlaciones que existen entre todos estos parametros.
Se utilizaron 10 toros Brahman y 10 toros Jersey, en un Disefio Completamente al Azar (DCA) con dos
tratamientos (dos razas) y 10 repeticiones por tratamiento. Se aplicé la prueba t-Student para
muestras independientes, la correlacién de Pearson y una regresion lineal simple entre el TRAM vy la
concentracién. Se encontrd diferencia (P < 0.05) entre Brahman (T1) y Jersey (T2) en el volumen, con
valores de 8.75 mL y 5.80 mL, respectivamente. No se encontrd diferencias (P > 0.05) entre T1y T2,
para circunferencia escrotal, pH, concentracion espermatica, MM y Ml en fresco, con valores de 36.7
cm y 36.7 cm; 6.80 y 6.50; 317 x 10%/mL y 562.9 x 10%/mL; 91% y 91.40%; 94.50% y 94.4%,
respectivamente. No se encontraron diferencias (P > 0.05) entre T1 y T2, para motilidad individual
poscongelado (MIP), calidad biolégica, TRAM en fresco, TRAM en semen diluido fresco, TRAM en
semen diluido congelado-descongelado con valores de 64.5% y 71.5%; 19.35 x 10° espermas
viables/dosis y 21.45 x 10° espermas viables/dosis; 8.2 minutos y 5.8 minutos; 14.3 minutos y 14.4
minutos; 33.9 minutos y 30.6 minutos, respectivamente. Para el color, la mayor proporcion fue blanco
cremoso. Se encontraron correlaciones positivas entre circunferencia escrotal y concentracion (r =
0.47), volumen y TRAM en semen fresco (r = 0.47), MMy Ml (r = 0.51), concentracién y MIP (r = 0.44),
Mly MIP (r=0.47); también correlaciones negativas entre concentraciéon y TRAM (r =0.57), Mly TRAM
(r = 0.55). Con los resultados del analisis de regresidn se obtuvo el siguiente predictor Y = (749.08) (-
44.16) (X).

Palabras clave: Aptitud reproductiva, calidad seminal, concentracién, criopreservacién.



Abstract

The evaluation of reproductive aptitude is a test that allows to identify fertile, subfertile or infertile
bulls, which can affect productivity. The objectives of this research were to determine the seminal
quality pre and post cryopreservation, evaluating macro and microscopic parameters such as scrotal
circumference, volume, pH, color, concentration, mass motility (MM) and individual motility (IM) in
fresh and diluted form; in addition, the methylene blue reduction test (MBRT) was used, and the
correlations that exist between all these parameters were determined. Ten Brahman and 10 Jersey
bulls were used in a Completely Randomized Design (CRD) with two treatments (two breeds) and 10
replicates per treatment. The t-Student test for independent samples, Pearson's correlation and a
simple linear regression between MBRT and concentration were applied. A difference (P < 0.05) was
found between Brahman (T1) and Jersey (T2) in volume, with values of 8.75 mL and 5.80 mL,
respectively. No difference (P > 0.05) was found between T1 and T2, for scrotal circumference, pH,
sperm concentration, MM and IM in fresh, with values of 36.7 cm and 36.7 cm, 6.80 and 6.50, 317 x
10%/mL and 562.9 x 10%/mL, 91% and 91.40%, and 94.50% and 94.4 %, respectively. No differences (P
> 0.05) were found between T1 and T2, for individual post-freezing motility (IPM), biological quality,
MBRT in fresh, MBRT in fresh diluted, MBRT in frozen-thawed diluted; with values 64.5% and 71.5%,
19.35 x 10° sperms per dose and 21.45 x 10° sperms per dose, 8.2 minutes and 5.8 minutes, 14.3
minutes and 14.4 minutes, and 33.9 minutes and 30.6 minutes, respectively. For color, the highest
proportion was creamy white. Positive correlations were found between scrotal circumference and
concentration (r = 0.47), volume and MBRT in fresh semen (r = 0.47), MM and IM (r = 0.51),
concentration and MIP (r = 0.44), IM and MIP (r = 0.47); also, negative correlations between
concentration and MBRT (r=0.57), IM and MBRT (r = 0.55). With the results of the regression analysis,
the following predictor Y = (749.08) (-44.16) (X) was obtained.

Keywords: Concentration, cryopreservation, reproductive aptitude, semen quality.



Introduccién

Los bovinos son considerados la base de la ganaderia en todas o la mayoria de las regiones
del planeta, debido a la especificidad de sus sistemas digestivos que les permiten convertir la materia
vegetal en proteinas de alto valor bioldgico para el ser humano (Cruz Zambrano 2006). Hoy en dia, el
reto de los ganaderos que se dedican a la crianza de bovinos ya sea de carne o de leche, es optimizar
los procesos reproductivos para mejorar los rendimientos del hato.

Durante el proceso de crianza de ganado en casi todas las regiones, existen factores que
frenan el incremento de la eficiencia reproductiva, normalmente se destacan los bajos indices de
natalidad y los altos indices de mortalidad; estos altos indices de mortalidad se deben principalmente
a la desnutricién, la fertilidad del hato también se encuentra ligada a una buena nutricidn, un animal
mal nutrido tiene como principal objetivo sobrevivir, no reproducirse. Por esta razdn, se debe brindar
una alimentacion balanceada al toro, que supla todos sus requerimientos de mantenimiento,
produccién y reproduccion, para que tenga un buen desempefio como reproductor debido a que, el
toro representa hasta un 85% de la eficiencia y el buen desempefio reproductivo del hato, ya que
contribuye con el 50% de la genética para la formacion del nuevo ser (Cardozo et al. 2002).

Es por lo que en cada ganaderia se debe integrar la produccién con la reproduccion, optando
por hacer evaluaciones de los toros para lograr una reproduccidn eficiente. De acuerdo con Pdez-
Bardn y Corredor-Camargo (2014) la evaluacion de la aptitud reproductiva del toro es un examen que
permite identificar animales subfértiles e infértiles que pueden llegar a afectar el éxito de un programa
reproductivo en una explotacion pecuaria, ya que, como lo demuestran algunos estudios,
aproximadamente entre el 3% y el 30% de los toros utilizados no son del todo aptos para la
reproduccidn, pues tienen una evaluacién reproductiva no satisfactoria (infértil) o poco satisfactoria
(subfértil). Obtener resultados de una evaluacidn de aptitud reproductiva, puede marcar una gran

diferencia en la reproduccion del hato, ya que se pueden descartar los sementales con baja fertilidad,
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logrando una mayor cantidad de prefiez en las hembras y asi, alcanzar las metas tanto reproductivas
como productivas, que permitan aumentar los ingresos.

Segun Sequeira (2013) la reproduccién del hato es la base para mantener una economia
animal perfecta. La poca fertilidad conduce a grandes pérdidas en la produccién, que en ocasiones
puede cesar por completo. Para aumentar la competitividad y mantener una alta tasa de produccion,
se hace uso de algunas herramientas de manejo reproductivo como la inseminacidn artificial (I1A).

Con el uso de la inseminacién artificial en producciones intensivas de ganado lechero, se
obtiene un mayor control reproductivo con el objetivo de evitar las pérdidas de tiempo en el ciclo
reproductivo de la vaca, ademds, se tiene un mayor nimero de hembras por toro, lo que disminuye
el costo que seria tener mas sementales de buena genética. La IA es de gran utilidad en los manejos
reproductivos hoy en dia, una de las formas de medir el éxito de estos programas de inseminacién
depende de las tasas de concepcion o la cantidad de hembras que resultan prefiadas después del
proceso, su nivel de éxito también depende del valor genético que los sementales transmiten a sus
crias; si no se cumplen las dos condiciones anteriores no habria razén para seguir haciendo uso de la
inseminacion artificial (Shannon 1968).

La inseminacion artificial va de la mano con la criopreservacién, Ramos (1996) la define como
una técnica mediante la cual el material bioldgico puede ser mantenido viable por tiempo indefinido.
Esta tecnologia constituye una alternativa para el establecimiento de bancos genéticos, los cuales
ayudan a mantener la biodiversidad y asegurar la conservacion fisica de una especie (Cloud et al.
1990).

La criopreservacion de semen implica varios pasos generales: dilucion, crioproteccion,
refrigeracion y congelacidn, almacenamiento y descongelacién, que afecta la estructura y funcion de
los espermatozoides (Hammerstedt et al. 1990).

Un gran nimero de protocolos de congelacién han sido desarrollados, debido principalmente

a las diferencias observadas entre especies, como respuesta a las tasas de congelacidon y
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descongelacion empleadas (Medina-Robles et al. 2007). Sin embargo, seglin Chaveiro et al. (2006) el
proceso de congelacidon y descongelaciéon del semen de toro afecta en promedio el 30% de los
espermatozoides y reduce el porcentaje de espermatozoides méviles en aproximadamente un 50%.
Esta es la principal razén por la que se debe trabajar en mejorar las técnicas de criopreservacién de
semen, para asi garantizar una mejor calidad reproductiva.

Considerando los protocolos que se deben seguir al momento de congelacion y
descongelacién de semen, en este trabajo se evaluard las diferencias que hay en la calidad seminal
pre-criopreservacion y pos-criopreservacion, mediante la prueba bioquimica de reduccién del azul de
metileno, aplicado a los grupos raciales Brahman y Jersey.

En la actualidad se han desarrollado una serie de pruebas bioquimicas aplicadas para medir la
actividad metabdlica de los espermatozoides; estas pruebas deben ser complementarias al proceso
rutinario del examen de la fertilidad de un eyaculado y del toro propiamente dicho. Dentro de estas
pruebas se mencionan: la prueba de reduccién del azul de metileno, reduccién de la resazurina,
evaluacion de las dehidrogenasas enddgenas activas en el sistema mitocondrial de los
espermatozoides, medicion de la fructdlisis y de la respiracion celular, pruebas de las catalasas entre
otras (Holy 1987).

El objetivo general de esta investigacion fue determinar la calidad seminal pre y pos
criopreservacion y validar la prueba de reduccién del azul de metileno en toros Brahman y Jersey
como predictor de la calidad seminal; y como objetivos especificos evaluar la calidad seminal pre y
pos-criopreservacion, mediante parametros macroscépicos: volumen, pH, color, olor y microscopicos:
concentraciéon, motilidad masal e individual; y el tiempo de reduccién del azul de metileno en semen
fresco, diluido y poscongelado. Determinar las correlaciones tanto positivas como negativas que
existen entre los parametros evaluados. Desarrollar mediante una regresién lineal simple, un modelo

matemadtico para predecir una variable dependiente, a través de una independiente.
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Materiales y Métodos

El estudio se desarrolld entre septiembre/2022 y marzo/2023 en las instalaciones del
laboratorio de biotecnologia de la reproducciéon animal de Zamorano, ubicado en el Valle del Rio
Yegliare a 32 km de Tegucigalpa, la capital de Honduras, con una precipitaciéon promedio anual, altura
sobre el nivel del mar y temperatura promedio anual de 1100 mm, 800 msnm y 26 °C,
respectivamente.

Colecta del Semen

Se utilizaron 10 toros Jersey y 10 toros Brahman con edades comprendidas entre los 18-30
meses, con una condicién corporal para los Jersey entre 3-4 en la escalade 1 a 5y para los Brahman
entre 6.5-7.5en laescalade 1a9.

Los toros fueron inmovilizados en una manga de manejo, se cortaron los pelos del prepucio
(brocha) y se lavd con solucién salina la parte interna del prepucio y las zonas circundantes,
posteriormente se secd con papel toalla. Es importante verificar que en la zona de colecta no haya
acumulacién de lodo, polvo, o material de cama que pueda contaminar el semen al momento de la
eyaculacién.

Todos los toros fueron desparasitados, vitaminados y certificados libres de Brucelosis y
Tuberculosis, asi como con todas las vacunas vigentes contra enfermedades reproductivas de origen
viral y bacteriano. Ademas, su estado de salud fue evaluado por el Médico Veterinario de la
universidad.

Se utilizé el método del electroeyaculador, para el cual se utilizé un equipo Electrolac 5 Ideal
Instruments® con una escala de voltaje entre 10 y 24 voltios y 32 ciclos. El eyaculado fue colectado en
colectores estériles protegidos de la luz directa del sol y depositados en un termo a 37 °Cy enviados

al laboratorio de reproduccidn animal de Zamorano.
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Una vez en el laboratorio, el eyaculado fue depositado en un tubo de policarbonato de 15 mL
atemperado a 37 °Cy se procedio a la evaluacién de los pardmetros macroscdpicos: volumen, color,
olor, pH; a continuacién, se describe cada uno de ellos.

Volumen

Esta en relacién directa con la edad, raza, estimulacion sexual, intensidad de trabajo,
nutricién, circunferencia escrotal, época del afio. En general se considera normal un volumen entre 5-
6 mL (extremos 2-12 mL); su medicién se hace directamente con la graduacion del tubo.

Color

Se encuentra relacionado directamente con la concentracion de espermatozoides. Un
eyaculado de buena calidad debe ser blanco, lechoso, grisdceo lechoso o amarillo cremoso. Los
eyaculados con menor concentracion presentaran colores desde lechoso traslicido hasta claro y
transparente, los cual se presenta en animales con oligospermia (bajo volumen), oligozoospermia
(bajo conteo de espermatozoides) o azoospermia (ausencia de espermatozoides) (Holy 1987). Otras
coloraciones que se pueden presentar son verde-amarillento lo cual indica presencia de riboflavina,
la cual se produce en las glandulas seminales y es inocuo, sin embargo, no se recomienda para la
criopreservacion. La presencia de sangre se aprecia en eyaculados de color rosado (color pardo es
sangre vieja que ya se coaguld) y se atribuye a lesiones de la uretra peneana. En los casos de
coloraciones azul- verdoso se corresponden a la contaminacién con pus y se pueden apreciar grumos
en las paredes del tubo al inclinarlo y dejar deslizar el semen por las paredes. Holy (1987) presenta la

relacién directa entre la coloracion, la densidad y la concentracion (Cuadro 1).
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Cuadro 1

Clasificacion de los eyaculados bovinos de acuerdo con el aspecto, densidad, concentracion y sus

caracteristicas.

Aspecto Densidad Concentracion aprox./mL Caracteristicas del semen
Cremoso 3 > 1 millén amarillento, blanco amarillento
Lechoso, opaco 2 500.000- 1 millén blanco puro
Opalescente 1 200.000-500.000 blanco, blanco verdoso, blanco azulado
ACUOSO 0 <200.000 gris, gris verdoso, gris blanquecino, gris

amarillento, gris azulado

Nota. Adaptado de Holy (1987)

Olor

En general, cada especie presenta un olor caracteristico, y en el caso del bovino no es Ila
excepcion. Este olor es mediado por el lipido espermina (Rosas 1997); si se presentara un olor
diferente (orina, materia fecal, putrefaccidén) se recomienda descartarlo.
pH

El rango para semen fresco oscila entre 6.2 y 6.8; sin embargo, al utilizar diluyentes los valores
se incrementan a rangos de 6.8 - 7.2. De acuerdo con Holy (1987) se presenta una relacion directa
entra la acidez y la fertilidad (mayor acidez, mayor fertilidad). Para su medicién se utilizara el papel
tornasol.

Una vez realizadas las pruebas macroscépicas, se procedid a la evaluacidn microscépica, en la
cual se analizaron los siguientes pardmetros: motilidad en masa e individual, concentracion, las cuales
se describen a continuacién:

Motilidad Masal (MM)

La MM se relaciona directamente con la capacidad de movimiento de los espermatozoides.
Para su evaluacién se colocaron una gota del eyaculado fresco directamente en el portaobjetos el cual
debe estar a 37 °C, y se observé en el microscopio de contraste de fase a 10X; se utilizaron para la

clasificacidn la escala establecida por Madrid y Quintero (2005) (Cuadro 2).
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Cuadro 2

Clasificacion de los eyaculados bovinos de acuerdo con la motilidad masal.

Valor Clasificacion Descripcidn Porcentaje
1 Pobre No hay ondas. Movimiento espermatico vibratil <30
2 Aceptable Ondas ligeras con movimiento apenas perceptibles 31-60
3 Bueno Ondas aparentes. Remolinos con movimiento moderado 61-80
4 Muy bueno Ondas oscuras con movimientos rapidos 81-100

Nota: Adaptado de Madrid y Quintero (2005)

Motilidad Individual (MI)

La MI hace referencia al porcentaje de espermatozoides que presentan movimientos
progresivos rectilineos en una muestra de semen (Zemjanis 1987); se considera como Unico
movimiento normal el rectilineo progresivo; los movimientos oscilantes, circulares, retroactivos se
consideran anormales. Para su evaluacion se colocd en un portaobjetos una gota del eyaculado fresco
a 37 °C, y se cubrid con una laminilla atemperada; se debe observar en el microscopio de contraste de
fase a 20X. Se utilizd la clasificacidon cualitativa establecida por Zemjanis (1987) (Cuadro 3).

Cuadro 3

Clasificacion de los eyaculados bovinos de acuerdo con la motilidad individual.

Células moviles (%) Valor descriptivo Valor numérico
80-100 Muy bueno 5
60-80 Bueno 4
40-60 Regular 3
20-40 Pobre 2
0-20 Muy pobre 1

Nota. Tomado de Zemjanis (1987)

Concentracion

Este parametro relaciona la cantidad de espermatozoides que se encuentran en una unidad
de volumen bien sea en milimetros o centimetros cubicos; para calcular este parametro se utilizara el
equipo de espectrofotometria Spermacue (Minitiib®), en el cual se deposita una gota del eyaculado
puro sin diluir, y posteriormente se obtiene la lectura del nimero espermas x 10° /mL; en general en
bovinos la concentracién es muy variable, con rangos desde 100 x 10° hasta 3.2 x 10°/mL; se

consideran muy buenos eyaculados aquellos que contienen de 800 x 10° a 1 x 10°/mL. Por otra parte,
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los eyaculados con concentraciones inferiores a 250 x 108/mL no se recomienda utilizarlos para la
criopreservacion y uso en IA, ya que poseen baja fertilidad (Holy 1987).
Dilucion, Empaque y Congelacion
Se utilizaron pajuelas de 0.5 mL con de 30 x 10° espermas de concentracién para el célculo del
numero de dosis se utilizd el siguiente procedimiento utilizando las férmulas [1], [2] y [3]:
Concentracion espermas vivos/mL = Concentracién/mL X % de MI [1]
Luego se aplica la formula [2]:
Concentracion total = (Concentracion espermas vivos/mL) (volumen total) [2]
Luego férmula:

Numero de dosis = (concentracion total) / 30 x 10° [3]

Para el calculo del diluyente se utilizé las formulas [4] y [5]:

Volumen total = ntimero de dosis X 0.5mL (volumen de la pajuela) (4]

Volumen de diluyente requerido = volumen total - volumen del eyaculado [5]

En general los diluyentes tienen como objetivo abastecer a los espermatozoides de nutrientes
(energia), proteger contra el choque de frio (evitar la formacion de hielo); ademas de lo anterior deben
presentar una presidon osmatica isotonica con el semen puro (300-380 mOsm/kg), pH entre 6.8y 7.2,
capacidad buffer, contener electrolitos (sulfatos, tartratos, fosfatos, citratos, acetatos); la mayoria de
los diluyentes contienen yema de huevo o leche ademas de glicerol (protegen de los cambios de
temperatura); ademas se les adicionan antibidticos (aprobados por la Certified Semen Services CSS)
como: gentamicina, tylosina, lincomicina, espectinomicina.

Se utilizé el diluyente comercial de Continental One Step®, cuyo protocolo de preparacién
consiste en (por cada 100 mL de diluyente):

2.42% TRIS (compuesto orgdnico (hidroximetil)Jaminometano, de féormula (HOCH;)3CNH;;
también conocido como Tris base, THAM, trometamina, trometanol o 2-amino-2-hidroximetil-1,3-

propanodiol)
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1.38% acido citrico

1.00% fructosa

20% yema de huevo

7% glicerol

5.5 mg de tylosina

27.5 mg de gentamicina

16.5 mg de lincospectin

33 mg espectinomicina
Toda la mezcla se mantuvo 30-35 °C en bafio maria, al igual que el eyaculado

Se realizd predilucién 1:1, estabilizando por 10 minutos (durante este tiempo se evalué el
semen).

Se realizé la dilucion total, empaque y sellado las pajuelas a temperatura ambiente (20-23 °C).

Se equilibré a 4 -5 °C por cuatro horas.

Luego se realizé equilibrio en los vapores de nitrégeno liquido a 4 cm de altura (-120 °C) por
10 minutos.

Se empaco en las escalerillas y transfirio al tanque de nitrégeno liquido
Evaluacién Poscongelado

Los dos principales factores que estan involucrados en la fertilidad del semen congelado son
la calidad del semen y el nimero de espermas de calidad, y esto esta determinado por la viabilidad y
morfologia espermatica, asi la viabilidad estd dada por: la motilidad progresiva individual (Rosas
1997).
Calidad Bioldgica

Es muy importante tomar en cuenta que, pese a que todo el proceso de congelacién se realizd

bajo 6ptimas condiciones, siempre se presenta una pérdida de espermatozoides de alrededor la
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tercera parte, asi como una cantidad considerable en el momento de la descongelacién (Suarez 2015).

Para la evaluacion de la calidad bioldgica se utilizé la férmula [6]:

Espermas viables/dosis = concentracién X % motilidad progresiva individual poscongelado [6]
La interpretacion de la motilidad progresiva individual en el poscongelado se da en porcentaje

con incrementos de 5 puntos porcentuales; el rango oscila de 25-40% (Cuadro 4). Para esta evaluacion

se descongeld una dosis seminal a 37 °C/45 segundos, se colocaron una gota en un portaobjetos

atemperado a 37 °C y cubierto con una laminilla atemperada; se observé primero a 20X y luego en

40X en el microscopio de contraste de fase.

Cuadro 4

Clasificacion de la calidad biolégica del semen bovino de acuerdo con la motilidad individual

poscongelado.

Concentracién % Motilidad individual Numero de espermas viables Resultado

30,000,000 20 6,000,000 No adecuada
25 7,500,000 No adecuada
30 9,000,000 No adecuada
35 10,500,000 Aprobada
40 12,000,000 Aprobada
45 13,500,000 Aprobada
50 15,000,000 Aprobada

Nota. Adaptado de Rosas (1997)

Prueba de Reducciéon del Azul de Metileno
Durante los procesos de la respiracién celular de los espermatozoides y con ello a los sistemas
enzimaticos principalmente las deshidrogenasas, se liberan atomos de hidrégeno, los cuales pueden
reducir a sus aceptores, representados en este caso por el azul de metileno, a una leucobase incolora.
El tiempo que dura el proceso de decoloracidén se encuentra relacionado y depende de la
intensidad del metabolismo de las células esperméticas y de la densidad del semen, asi como también
por algunos otros factores como temperatura, pH, estado osmético, concentracién del azul de

metileno entre otros (Holy 1987).
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Por lo anterior y tomando en cuenta que el metabolismo de las células espermaticas es mas
0 menos constante, es posible, de acuerdo con el tiempo de decoloracién, y en condiciones
ambientales de laboratorio controladas, evaluar la actividad metabdlica y con ello relacionarla con la
fertilidad.

Segun Holy (1987) la decoloracién varia entre dos y 20 minutos, con un promedio de tres a 12
minutos, sin embargo, esto va a depender de la concentracion espermatica, la actividad metabdlica
de las células espermaticas y la concentracion del azul de metileno. Se considera que existe una
correlacién negativa entre el tiempo de la decoloracién y la fertilidad de los eyaculados normales. De
acuerdo con este mismo autor, se sugiere que el semen utilizado en la inseminacién artificial debe
reducir el azul de metileno durante tres a 10 minutos.

Procedimiento

En un tubo Eppendorf atemperado se vertié 0.2 mL de semen congelado y 0.2 mL de azul de
metileno, al 0.01%.

Se mezcld cuidadosamente, mediante la agitacidn con la pipeta.

El semen coloreado se aspiré inmediatamente en un tubo capilar y se tapd ambos extremos
con plastilina.

El tubo capilar con la columna de semen se colocé en bafio maria a 38 °C, y se anotd el tiempo
de inicio y final dado por la decoloracidn.

Todas estas evaluaciones se realizaron para cada uno de los 20 toros colectados. Cada muestra
fue expuesta al azul de metileno al 0.01%. Se utilizé para estas pruebas semen fresco, semen diluido
y semen congelado/descongelado, estando estos dos tltimos empacados a 30 x 108 espermatozoides.
Tratamientos

Se estudid el efecto de la raza (Brahman y Jersey) sobre la prueba del tiempo de reduccion del
azul de metileno al 0.01%. Para el semen diluido se utilizd la concentracién de 30 x 10°

espermatozoides/0.5 mL.
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Tratamiento 1

Toros Jersey. Tiempo de reduccion del azul de metileno al 0.01% en semen fresco sin diluir,
semen diluido y semen congelado/descongelado.
Tratamiento 2

Toros Brahman. Tiempo de reduccién del azul de metileno al 0.01% en semen fresco sin diluir,
semen diluido y semen congelado/descongelado.
Variables Analizadas

Se analizaron las siguientes variables.

Concentracidn, volumen, motilidad masal e individual y pH, para cada una de las razas.

Tiempo de reduccion del azul de metileno 0.01% por razas en semen fresco.

Correlaciéon entre el tiempo de reduccién en la prueba de azul de metileno del semen bovino
fresco y la concentracidn, la motilidad masal y motilidad individual en fresco.

Correlacion entre la circunferencia escrotal y la concentracion espermatica.

Calidad bioldgica poscongelado .

Tiempo de reduccién del azul de metileno 0.01% en semen diluido y congelado/descongelado
por razas.

Correlacion entre el tiempo de reduccion en la prueba de azul de metileno 0.01% con semen
diluido y congelado/descongelado con la motilidad masal, motilidad individual en fresco, motilidad
individual poscongelado y calidad bioldgica poscongelado.

Disefio Experimental y Andlisis Estadistico

Se utilizd un Disefio Completamente al Azar (DCA) con dos tratamientos (dos razas) y 10
repeticiones por tratamiento. Para el analisis de los datos se aplicd la prueba t-Student para muestras
independientes, los valores porcentuales fueron corregidos con la funcion arcoseno, y se aplico la
correlacién de Pearson. Para la variable no paramétrica “color” se aplicé la prueba de distribucién de

frecuencias Chi-cuadrado (x?). Se realizé un analisis de regresién lineal simple entre el tiempo de
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reduccion del azul de metileno en semen freso y la concentracién espermdtica. Todos los
procedimientos estadisticos se realizaron utilizando el paquete "Statistical Analysis System" (SAS

Version 2014), el valor de significancia exigido fue de P < 0.05.



22

Resultados y Discusion

Circunferencia Escrotal

Las diferencias no fueron significativas entre las razas (Cuadro 5). Estos resultados superan lo
sugerido por Viquez (2018) quien concluye que los toros Brahman a los 24 meses deben alcanzar una
circunferencia escrotal promedio de 31.5 cm. Por otra parte, un estudio realizado por Ruiz et al. (2010)
en toros Bos taurus y Bos indicus con edades promedio de 32.94 y 31.90 meses, respectivamente,
describen un promedio en circunferencia escrotal de 36.86 cm en Bos taurusy 36.22 cm en Bos indicus,
similar a los resultados obtenidos en este estudio.

Wenkoff (1997) expone que la medicién de la circunferencia escrotal es una forma altamente
repetible y exacta para predecir la produccién potencial de espermatozoides en los toros. La
circunferencia escrotal estd altamente correlacionada con el peso del parénquima testicular (r = 0.95)
y estd directamente relacionada con el numero potencial de espermatozoides producidos.
Fisiolégicamente estd demostrado que cada gramo de parénquima testicular (87% del peso bruto
testicular) produce en promedio 15 millones de células espermaticas por dia, por lo tanto, la
produccién total de espermatozoides de los testiculos deberia de ser de aproximadamente 6000 x
108/dia. El crecimiento testicular es més rapido en los toros jévenes. El maximo tamafio testicular es
alcanzado a los cuatro a seis ailos. En toros de cinco a ocho afios 0 mds viejos, la circunferencia escrotal
puede ser una medicidn menos exacta de la produccidn espermatica, debido a que algunos de los
tubulos seminiferos pueden volverse inactivos sin reduccion de la circunferencia escrotal. Ademas,
existe una correlacion negativa entre las anormalidades espermaticas y el tamafio testicular. La
incidencia de anormalidades espermaticas se incrementan conforme la circunferencia escrotal
decrece.

La heredabilidad del tamafio testicular ha sido reportada entre moderada a muy alta (0.4 a
0.75); en ganado de carne, hay una alta correlacién negativa entre la medicién de la circunferencia

escrotal y la edad a la cual las hijas alcanzan la pubertad (> -0.71). Las hembras hijas de toros con un
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tamafio testicular arriba del promedio alcanzan la pubertad a una edad mas temprana (Wenkoff
1997).
Volumen

Los resultados obtenidos presentan diferencias (P < 0.05) entre ambas razas (Cuadro 5). Segun
Gdémez y Miglorisi (2007) un toro al alcanzar los 24 meses de edad debe tener un volumen de
eyaculado mayor de 4 mL, puede variar entre 2 y 12 mL, lo que indica que el rango de volumen
encontrado en este estudio es muy bueno, esto también puede estar influido por el método de colecta
utilizado, pues se espera que utilizando el método de electroeyaculacién el volumen sea mayor
comparado con el método de vagina artificial debido a la duracion del estimulo eléctrico (Silva et al.
2012). De igual manera el volumen del eyaculado se puede ver influenciado por la edad, época, la
frecuencia de servicios del toro y tamafio de los testiculos, principalmente. Los toros jévenes producen
los eyaculados menos voluminosos, pero después de los dos afios de edad, deben producir mas de 4
mL de semen (Lamothe 1997).
pH

No se observaron diferencias en este parametro (P > 0.05; Cuadro 5). Ruiz et al. (2010)
realizaron un estudio en toros Bos taurus y Bos indicus en los que obtuvieron un promedio de 7.09,
que difiere de los resultados de este estudio, estas diferencias se pueden atribuir a la concentracion
espermatica, dietas, estado acido basico del toro en el momento de la colecta principalmente. Sin
embargo, Contreras y Lasso (2012), explican que un pH normal en semen bovino es cercano a la
neutralidad en un rango de 6 a 7, estando los valores obtenidos en este estudio dentro del rango
sugerido por estos autores. Por otra parte, Lamothe (1997) concluye que cuando hay una mayor
concentraciéon espermatica, hay un pH mas bajo (acido), ya que a medida que hay mas
espermatozoides, estos metabolizan o utilizan los azlcares (fructosa) y los convierten en acido lactico;
es por esta razén que a mayor acidez hay mayor fertilidad. En cuanto al semen del toro, este autor

sugiere que el pH es un poco acido, oscila normalmente entre 6.5y 6.9.



24
Cuadro 5
Valores medios para la circunferencia escrotal (cm), volumen (mL) y pH seminal para las razas

Brahman y Jersey.

Circunferencia escrotal

Raza EE Volumen (mL) EE pH EE
(cm)
Brahman 36.7 0.7000 8.75 1.1885 6.80 0.0816
Jersey 36.7 0.5972 5.80 0.5437 6.50 0.1491
Probabilidad 1.00 0.0424 0.0945

Concentracién Espermatica

Los resultados obtenidos no demostraron una diferencia (P > 0.05) entre los grupos Brahman
y Jersey (Cuadro 6). Un estudio realizado por Rehman et al. (2016), encontraron que los toros Jersey
mostraron una concentracién media de 1560 x 108/mL. Por otra parte, Christensen et al. (2005),
encontraron que la concentracién media para la raza Jersey es de 1199 x 10° espermatozoides/mL.
Para la raza Brahman, Véasquez et al. (2003), encontraron que el promedio de concentracién
espermatica es de 538.4 x 10%/mL. Estos resultados presentados por estos autores superan a los
obtenidos en esta investigacion; estas diferencias posiblemente se atribuyen al nimero de toros
muestreados, la edad, frecuencia de servicios, la época del afo, el tipo de colecta utilizado y la
alimentacién. Por su parte Lamothe (1997) concluye que la concentracidén espermatica del bovino
varia en amplios limites, oscilando entre menos de 200 y mas de 1000 millones/mL.
Motilidad Masal

Esta técnica se ha utilizado desde hace mucho tiempo como método rapido para determinar
la concentracion y viabilidad de los espermatozoides de un eyaculado. Cuanto mas grande es la
intensidad en la formacidon de los remolinos, mayor es la motilidad y el nimero de espermatozoides
maviles. Los distintos eyaculados van desde la ausencia de ondas o cualquier tipo de motilidad hasta
la presencia de ondas prominentes con movimientos muy rapidos. Las diferencias no fueron
significativas entre grupos raciales (Cuadro 6). Ambos grupos raciales presentaron motilidades

masales > a 90% clasificadas como muy buenas (Madrid y Quintero 2005). Cala et al. (2016),
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obtuvieron que en condiciones tropicales la motilidad masal para Brahman es de 2.3 £ 1.3% (en escala
de 1-4: siendo 1=pobre; 2=aceptable; 3=bueno; 4= muy bueno).
Motilidad Individual

Las diferencias no fueron significativas entre los dos grupos raciales evaluados (Cuadro 6). La
raza Brahman presenté un porcentaje de motilidad individual de 94.50, mientras que la raza Jersey
mostré 94.40, ambos porcentajes son considerados muy buenos segln la escala descrita en el Cuadro
3 (Zemijanis 1987). Esto difiere del estudio realizado por Roa et al. (2014), quienes encontraron en su
investigacion una motilidad individual de 58.1 + 3.5% para la raza Brahman. Por otra parte, Lamothe
(1997) concluye que las muestras seminales con gran motilidad individual indican altos porcentajes
de espermatozoides vivos y esta correlacionadas con altas tasas de fertilidad en los machos.
Cuadro 6
Valores medios para la Concentracion Espermdtica (106/mL), Motilidad Masal (%) y Motilidad

Individual (%) para las razas Brahman y Jersey

Raza Concentracion EE Motilidad EE Motilidad EE
(10%/mL) Masal (%) Individual (%)
Brahman 317.0 1.3319 91.00 0.0219 94.50 0.0096
Jersey 562.9 2.2476 91.40 0.0328 94.40 0.0224
Probabilidad 0.0544 0.6979 0.8427

Motilidad Individual Poscongelado

No se encontraron diferencias entre razas (P > 0.05; Cuadro 7). Los resultados de este estudio
difieren de la investigacion realizada por Dode et al. (2005) quienes encontraron un descenso en la
motilidad individual poscongelado considerable, una de estas muestras presentd un declive del 60%
indicando la sensibilidad individual que presentan los espermatozoides; al comparar estos resultados
con los de nuestro estudio encontramos que se obtuvo motilidades poscongelado muy buenas,
superiores al 60%, ya que la media de disminucion de la Ml para el Brahman fue de 30% y para el
Jersey del 20%, estando estos valores influenciados posiblemente por el tipo de diluyente utilizado, la

curva de enfriamiento y la concentracion de espermas/dosis. De acuerdo con Rosas (1997) pocas dosis
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de semen bovino presentan mas de un 50% de motilidad progresiva individual al poscongelado. Lo
mas comun es encontrar motilidades progresivas individuales dentro del rango de 25 a 45%. El
espermatozoide normal presenta un movimiento recto, progresivo (hacia adelante) y rdpido, mientras
rota sobre su eje longitudinal. Esta rotacién es producida por un movimiento tridimensional
(helicoidal) de la cola. A este tipo de motilidad es la que se le denomina progresiva individual (Amann
1988). Generalmente, los toros de razas lecheras, en nuestro caso Jersey, presentan mayor
recuperacidon espermatica al poscongelado que los toros de razas productoras de carne, como
Brahman.

Calidad Bioldgica

No se encontraron diferencias significativas entre razas (Cuadro 7). Quispe (2018) realizé un
estudio con diferentes diluyentes, siendo el Continental® One Step el que presentd la mejor calidad
bioldgica (18 x 108/mL); en este estudio se obtuvo mejores resultados para la raza Brahman y Jersey,
siendo 19.35 x 10%/mLy 21.45 x 10%/mL, respectivamente.

Salisbury y VanDemark (1961) propusieron que la relaciéon de la calidad del semen y la
fertilidad dependia del nimero de espermas depositados en la hembra al momento de la
inseminacién. De acuerdo con esto, el maximo de fertilidad para una poblacién dada de hembras
bovinas es obtenida al incrementar a un cierto nivel (valor umbral), el nUmero de espermas con una
caracteristica de calidad y al incrementar el nimero de espermas por encima del valor umbral ya no
se logra mejorar la fertilidad. Para validar esta propuesta, Sullivan y Eliott (1968) usaron la motilidad
progresiva como la caracteristica de fertilidad del semen y compararon la fertilidad de varios toros
utilizando dosis de semen congelado con diferentes cantidades de espermas moétiles al descongelado.
Las cantidades fueron de 5, 10 y 15 millones de espermas con motilidad progresiva al poscongelado.
En este experimento, ellos demostraron un incremento de la fertilidad de los 5 a los 10 millones, la

cual no cambié de los 10 a los 15 millones de espermas métiles por dosis al descongelado.
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Por otra parte, Rosas (1997) explica que se requiere que las dosis contengan un minimo de 10
x 10%/mL de calidad bioldgica poscongelado (aproximadamente un 33% de los espermatozoides de la
dosis debe seguir siendo viables) para ser usada en una poblacién bovina, todos los datos de este
estudio se encuentran dentro de ese rango (Cuadro 4). La cantidad de espermas que es necesario
envasar para obtener estos 10 x 10° /mL dependera de la calidad del eyaculado, de los medios de
dilucién y de las curvas de enfriamiento y congelacién que se implementen al momento de realizar la
criopreservacion.
Cuadro 7
Valores medios de la Motilidad Individual Poscongelado (MIP %) y la Calidad Biolégica (MIP % x

concentracion de espermas por dosis) para las razas Brahman y Jersey.

Raza Motilidad Individual EE Calidad bioldgica EE
Poscongelado (%) (10%/mL)
Brahman 64.50 3.7602 19.35 1.1280
Jersey 71.50 3.0777 21.45 0.9233
Probabilidad 0.1669 0.1669

Comparacion de Motilidad Individual entre Semen Fresco y Poscongelado entre razas

Se observaron diferencias significativas en ambas razas, mostrando la Brahman una
disminucion del 30% vy la Jersey 22.9% con una media de 26.45% de disminucidn, lo cual coincide con
Chaveiro et al. (2006) quienes concluyen que el proceso de congelacion y descongelacion del semen
de toro afecta en promedio el 30% de los espermatozoides y puede reducir el porcentaje de
espermatozoides méviles hasta en aproximadamente un 50%, lo anterior en dependencia el diluyente
utilizado, curvas de enfriamiento y de descongelacién. Por otra parte, la motilidad individual en semen
poscongelado (64.50%, 71.50%) supera lo sugerido por Catena y Cabodevila (1999) quienes indican
gue un semen de buena calidad que ha sido recientemente descongelado debe presentar un 40-50%

de motilidad individual.
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Cuadro 8

Valores medios para la Motilidad Individual (%) en fresco y poscongelado para las razas Brahman y

Jersey.
Motilidad individual (%)
Brahman EE Jersey EE
Semen fresco 94.5 0.0096 94.4 0.0224
Semen poscongelado 64.5 0.0401 71.5 0.0335
Probabilidad <0.0001 <0.0001
Color

El color del semen depende de la concentracién de espermatozoides. El semen de buena
calidad tiene un color blanco lechoso, blanco amarillento o amarillo cremoso (Lamothe 1997). Tanto
en toros Brahman como Jersey el color prevaleciente fue blanco cremoso con 40 y 50%,
respectivamente. El color blanco lechoso tuvo presencia en el 10% de la poblacién Brahman evaluada,
y 40% de Jersey. El color opalescente, se encontré solo en la raza Brahman con 30%, mientras que
para la raza Jersey el valor fue nulo. Por otra parte, el color amarillo también presentd valores bajos,
con solo 20% en la raza Brahman, y 10% en la raza Jersey. Segun el estudio de Aquino (2017), el 80%
de los toros de razas carnicas evaluados presentaron un color blanco cremoso en la evaluacion
seminal, lo que difiere de los resultados de este estudio.

Cuadro 9

Valores porcentuales del color del semen para las razas Brahman y Jersey.

Raza Blanco cremoso (%) Blanco lechoso (%) Opalescente (%) Amarillo (%)
Brahman 40 10 30 20
Jersey 50 40 0 10

Tiempo de Reduccion del Azul de Metileno 0.01% en Semen Fresco
Durante la respiracion de los espermatozoides se liberan atomos de hidrégeno, que pueden
convertir sus aceptores -en este ejemplo, el azul de metileno- en una leucobase incolora. La intensidad

del metabolismo de los espermatozoides, la densidad del semen, la temperatura, el pH, el estado
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osmotico, el contenido de azul de metileno y otras variables influyen en el tiempo que tarda en
completarse el proceso de decoloracién (Holy 1987). No se encontraron diferencias (P > 0.05; Cuadro
9) entre los tratamientos. Segun Holy (1987), la decoloracién en semen fresco varia entre 2 a 20
minutos, con un promedio de 3 a 12 minutos; lo que concuerda con los resultados obtenidos en esta
investigacion.
Tiempo de Reduccion del Azul de Metileno 0.01% en Semen Diluido en Fresco

No se encontraron diferencias (P > 0.05; Cuadro 9) entre los tratamientos. Un diluyente se
considera aquella solucién acuosa que permite aumentar el volumen del eyaculado preservando las
caracteristicas funcionales de los espermatozoides lo que mantiene un nivel de fertilidad
adecuado (Ledn 2006). Sin embargo, al diluirse el eyaculado, la concentracion del semen disminuye,
reduciendo asi la actividad metabdlica en la muestra, lo que aumenta medianamente el tiempo de
reduccién de azul de metileno al 0.01%. El estudio realizado por Atul-Arif et al. (2020), demostraron
qgue diluyentes One-Step, como el utilizado en nuestra investigacion (Continental One Step®),
conservan una mayor integridad de la membrana y viabilidad espermatica que las muestras diluidas
con Three-Step.
Tiempo de Reduccion del Azul de Metileno 0.01% en Semen Diluido Congelado-Descongelado

No se encontraron diferencias (P > 0.05; Cuadro 9) entre los tratamientos; sin embargo, si se
presentd un aumento en el tiempo de reduccién del azul de metileno al 0.01%, esto es atribuido en
gran parte a la alteracidn de la funcién y de la estructura de la membrana del espermatozoide después
de la criopreservacion (Parks y Graham 1992).

La membrana espermatica (ME) abarca cinco componentes diferentes: acrosoma, segmento
ecuatorial, region post-acrosomal, pieza intermedia y cola, ademas de lo anterior participa: en el
reconocimiento y transporte de moléculas, activa los sistemas moleculares para el reconocimiento del

oocito. La integridad de la ME es vital para el metabolismo espermatico, asi como para los eventos
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involucrados en la fecundacidn: la capacitacién, la reaccidon acrosémica y la fusidn con el oocito (Rubio-
Guillen et al. 2009).

Los periodos criticos para la sobrevida espermatica durante la criopreservacion son la fase
inicial del congelamiento y el periodo de retorno a condiciones fisioldgicas. Por lo tanto, la bajas
temperaturas (asociadas al aumento de la rigidez de la membrana) y la rapidez (décimas de segundo)
con la que suceden los cambios osméticos en los procesos de congelacién y descongelacién hacen
muy dificil el movimiento de moléculas a través de la membrana mediante procesos de transporte
activo (dependientes de ATP), la disminucion de temperatura desde 25 °C a 10 °C reduce en un 60%
la actividad de las bombas dependientes de ATP en consecuencia, los procesos de difusién y ésmosis
son los que predominan en los momentos de estrés osmotico. Asi entonces, la lesidn celular crio-
inducida se explica en funcién de la formacidn de hielo intracelular y el estrés osmatico al que se ven
sometidas las membranas celulares durante la congelacién, y es en este momento en que los
crioprotectores actuarian reduciendo la cantidad de hielo formado a una temperatura determinada
(Avila-Portillo et al. 2006).

Cuadro 10

Valores medios del tiempo de reduccion del azul de metileno al 0.01% en semen fresco, semen diluido

a 30 x 106 espermas/mL y semen diluido congelado-descongelado para las razas Brahman y Jersey.

Tiempo (minutos) de reduccion del azul de metileno al 0.01%
Semen diluido

Semen diluido

Raza Semen fresco EE EE congelado- EE
fresco
descongelado
Brahman 8.20 1.3646 14.30 2.0388 33.9 3.8077
Jersey 5.80 0.8406 14.40 1.2037 30.6 1.6344
Probabilidad 0.1516 0.9668 0.4410

Correlaciones
Se encontré una correlacién positiva moderada (r = 0.4749) entre la circunferencia escrotal y

concentracién (Cuadro 10), lo que significa que a medida que aumenta la circunferencia escrotal,
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aumenta la concentracion. Esto concuerda con los hallazgos de Pérez et al. (2014), quienes
encontraron una correlacidn alta y positiva (P < 0.0001), entre las variables concentracion espermatica
y circunferencia escrotal (r = 0.94).

Se observé también una correlacidn negativa (r = -0.5797; Cuadro 10) entre concentracién y
tiempo de reduccidn de azul de metileno al 0.01% en semen fresco, de manera que al aumentar la
concentracion disminuye el tiempo de reduccion de azul de metileno. De igual manera, se encontré
una correlacidn positiva entre concentracion y motilidad individual poscongelado (r = 0.4453; Cuadro
10), por lo tanto, a medida que aumenta la concentracion aumenta la motilidad individual
poscongelado.

Se encontrd una correlacidn positiva entre el volumen del eyaculado y el tiempo de reduccién
de azul de metileno 0.01% en semen fresco (r = 0.4769; Cuadro 10), esto difiere de los resultados de
Carvajal (2006) donde no se encontré correlacion positiva entre el volumen y tiempo de reduccién de
azul de metileno (P = 0.496).

Para los parametros motilidad individual y tiempo de reduccién de azul de metileno 0.01% en
semen fresco, se encontré una correlacién negativa (r = -0.5552), es decir, a medida que aumenta la
motilidad individual en fresco disminuye el tiempo de reduccién de azul de metileno al 0.01%. Esto
concuerda con los resultados de Carvajal (2006) quien encontrd una correlacién negativa (<0.0001)
entre motilidad individual y tiempo de reduccion de azul de metileno (TRAM). Por otra parte, se
encontré correlacién positiva entre motilidad masal y motilidad individual en fresco (r = 0.5172;
Cuadro 10), de manera que a medida que aumenta la motilidad masal aumenta la motilidad individual
en fresco. Esto concuerda con el trabajo de Lopez y Mellado (2001), donde la correlacidon mas alta que
se encontrd fue entre motilidad masal y motilidad individual en fresco y el desplazamiento de los
espermatozoides. También se encontré una correlacidon positiva entre los parametros motilidad
individual y motilidad individual poscongelado (r = 0.4738; Cuadro 10), a mayor sea la motilidad

individual en fresco mayor sera la motilidad individual poscongelado.
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Hasta el momento, no se ha comprobado que una caracteristica seminal por si sola pueda
predecir la capacidad fertilizante de un toro (Zhang et al. 1997), es por esta razdén que se estudia la
correlacién que existe entre las caracteristicas seminales.

Cuadro 11

Andlisis de correlacion de Pearson para pardmetros micro y macroscopicos en toros Brahmany Jersey.

. . Tiempo de reduccién del azul - Motilidad
Circunferencia . Motilidad e
metileno 0.01% en semen individual
escrotal Masal
fresco poscongelado
Concentracion 0.4749 -0.5797 0.4453
0.0344 0.0074 0.0491
Volumen 0.4763
0.0335
- .. -0.5552 0.5172 0.4738
Motilidad Individual 0.011 0.0195 0.0348

Nota. Fila superior corresponde al coeficiente de correlacién de Pearson; Fila inferior corresponde al valor de la probabilidad (P < 0.05).

Anadlisis de Regresion Lineal Simple

Tomando en cuenta el andlisis de correlacion anterior, y considerando los datos de
concentraciéon y tiempo de reduccidn de azul de metileno al 0.01%, se realizé un analisis de regresion
lineal simple con el fin de obtener una guia que permita predecir el comportamiento de una variable
dependiente utilizando los datos de una variable independiente, como se muestra en el Cuadro 11.
Por ejemplo, si se tiene una muestra que tardd 5.5 minutos en reducir el azul de metileno, se puede
predecir que tendria aproximadamente entre 523.85 - 484.11 x 10%/mL de concentracién segun esta
guia. El modelo de prediccion para la concentracidn Y = (Bo) + (B1) (X), a partir de un valor dado de
tiempo de reduccién de azul de metileno al 0.01% (X) es: Y = (749.08) + (-44.16) (X). De acuerdo con
Holy (1987) el semen de mejor calidad para utilizar en la inseminacién artificial o en monta natural
debe reducir el azul de metileno al 0.01% en 10 minutos o menos, lo que coincide con concentraciones

> 307 x 10° espermatozoides/mL (Cuadro 12).



Cuadro 12
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Andlisis de regresion lineal simple para la prediccion entre el tiempo de reduccion del azul de metileno

0.01% en semen fresco y concentracion (106/mL).

Tiempo de reduccion del azul de metileno 0.01% en semen

fresco (minutos)

Concentracién (x 10%/mL)

<1
1.1-2
2.1-3
3.1-4
4.1-5
5.1-6
6.1-7
7.1-8
8.1-9
9.1-10
10.1-11
11.1-12
12.1-13
13.1-14
14.1-15
15.1-16
>16.1

>704.91
700.94-660.75
656.78-616.59
612.17-572.43
568.01-528.27
523.85-484.11
479.69-439.94
435.53-395.78
391.37-351.62
347.21-307.46
303.04-263.30
258.88-219.14
214.72-174.98
170.56-130.81
126.40-86.65
92.24-42.49
<38.07
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Conclusiones

Bajo las condiciones de este estudio, los parametros: pH, concentracion, motilidad individual
y masal en fresco, motilidad individual poscongelado y calidad bioldgica, tiempo de reduccién del azul
de metileno al 0.01% (TRAM) en el semen fresco, diluido y congelado-descongelado para las razas
Brahman vy Jersey fueron similares, sin embargo, la raza Brahman presentd el mayor volumen de
eyaculado.

Se encontraron correlaciones positivas entre circunferencia escrotal y concentracion,
volumen y tiempo de reduccién del azul de metileno al 0.01% en semen fresco, motilidad masal y
motilidad individual, concentracién y motilidad individual poscongelado, motilidad individual y
motilidad individual poscongelado; también correlaciones negativas entre concentracion y tiempo de
reduccién del azul de metileno al 0.01% en semen fresco, motilidad individual y tiempo de reduccién
del azul de metileno al 0.01% en semen fresco.

Con los resultados del analisis de regresion lineal simple se obtuvo un predictor matematico,
con el que se elabord una tabla guia que permite estimar el valor de concentracidén espermatica

mediante el tiempo de reduccién del azul de metileno al 0.01%.
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Recomendaciones
Repetir el mismo estudio en diferentes épocas (verano-invierno) del afio, con toros de edades
superiores y comparar los resultados.
Realizar la coleccion mediante el método de vagina artificial para comparar los resultados
obtenidos mediante la electroeyaculacién, para el tiempo de reduccion de azul de metileno al 0.01%

en fresco, diluido y poscongelado.
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Anexos

Anexo A

Andlisis de correlacion de Pearson para Brahman

Tiempo de reduccién del azul metileno 0.01% en

H
i semen fresco
Concentracion -0.71256
0.0207
ili ivi -0.71651
Motilidad Individual 0.7165

Fila superior corresponde al coeficiente de correlacién de Pearson
Fila inferior corresponde al valor de la probabilidad (P < 0.05)



Anexo B

Andlisis de correlacion de Pearson para Jersey
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Tiempo de
reduccién del Motilidad Calidad
Concentracion  azul metileno individual biolgica Motilidad masal
0.01% en poscongelado
semen fresco
Circunferencia escrotal 0.8648 -0.6329 0.9037 0.9037
0.0012 0.0495 0.0003 0.003
Concentracién 0.7121 0.6288
0.0209 0.0515
- o -0.7238 0.6428 0.6428 0.8048
Motilidad individual 0.0179 0.045 0.045 0.005
. -0.8313
Motilidad masal 0.0029

Fila superior corresponde al coeficiente de correlacién de Pearson
Fila inferior corresponde al valor de la probabilidad (P < 0.05)



Anexo C

Colecta de semen en campo
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Anexo D

Evaluacion de pardmetros macroscopicos
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Anexo E

Evaluacion de parametros microscopicos
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Anexo F

Preparacion del diluyente
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Anexo G

Prueba de reduccion del azul de metileno (0.01%)
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Anexo H

Empaque y congelacion de semen
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Anexo |

Grdfico de regresion lineal simple entre TRAM fresco y concentracion

Fit Plot for Concentracion

0.z

Fit O 95% Confidence Limits

0.3
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0.4

95% Prediction Limits

Observations 20

Parameters 2
Error DF 18
MSE 40941
R-Square 0.4041
Adi R-Square 0.371
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