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RESUMEN

En el presente trabajo se realizo la evaluacion del semen bovino crio preservado con los
equipos de andrologia existentes en el laboratorio de reproduccion animal de la Universidad
de Cundinamarca, ubicada en el Municipio de Fusagasuga, con el objetivo comparar el efecto
sobre la criopreservacion de semen bovino con tryladil® modificando el porcentaje de
inclusion de la proteina (yema de huevo). Para este trabajo se utilizaron dos toros donantes
uno de la raza Simmental y uno de la raza Brangus perteneciente a la hacienda el Portal
ubicada en la vereda San Roque, en el municipio de Arbelaez Cundinamarca.

Como diluyente se utilizo el producto comercial tryladil® con variaciones en el porcentaje
(%) de inclusién de proteina yema de huevo al 16% (T1) 18% (T2) 22% (T3) 24%.(T4),
teniendo como tratamiento testigo una inclusion del 20% de proteina, la cual es la inclusion
de proteina utilizada comercialmente.

Para esta investigacion se realizaron cuatro colectas a cada donante en dos tomas en dias
diferentes dejando un periodo de descanso de 4 dias para la recuperacion de los donantes, las
muestras tomadas se dividieron en 5 partes iguales y a cada parte se diluyo con uno de los
tratamientos respectivamente; este procedimiento se realizd para cada donante, realizando la
respectiva evaluacion seminal, empaque en pajillas de 0,5 ml y se procedi6 a realizar la crio
preservacion en nitrégeno liquido a -196°C, posteriormente se descongelaron las pajillas y se
les realizd el analisis microscopico evaluando la motilidad individual (progresividad y
velocidad) y porcentaje de vitalidad de los espermatozoides. Los resultados fueron analizados
por prueba de normalidad de datos, analisis descriptivo de datos, analisis de varianza y

prueba de tukey.



Con los resultados de este trabajo se puede afirmar que la inclusion de proteina al 18 y 20 %
respectivamente, son los més recomendados para la crio preservacion del semen bovino, ya
que en estos dos tratamientos se obtuvo un porcentaje méas alto en la motilidad individual y

vitalidad espermatica.

INTRODUCCION

La criopreservacion del semen ha sido durante muchos afios latécnica utilizada para
conservacion del material genético para ser utilizado en programas de inseminacion Artificial
(1A), inseminacion Artificial a Tiempo Fijo (I.A.T.F), Transferencia de Embriones (T.E.) en
la Reproduccién Asistida. Esta conservacion consiste en la obtencion, dilucién y posterior
congelacion del semen la cual permite ampliar el tiempo de viabilidad del espermatozoide, al
reducir su tasa metabolica y por lo tanto prolongar la supervivencia de los espermatozoides.
(SERRANO J., 2016).

Si bien, la criopreservacion garantiza la supervivencia de los espermatozoides, una elevada y
variable proporcion del proceso de congelacion-descongelacion afecta la integridad de
la membrana plasmatica (MP) y acrosomal (MA) tanto en lo referente a la morfologia como
a la funcionalidad, lo cual suele ocasionar dafios irreversibles y causar muerte celular e
infertilidad.(SERRANO J. 2016). Se ha demostrado como los espermatozoides de diferentes
toros evaluados, resisten de manera distinta los efectos lesivos de la crio preservacion, de
manera indiscriminada sobre la integridad estructural y funcional MP y MA, lo que afecta la
capacidad fecundante de las muestras seminales destinadas a la Inseminacion Artificial (1.A.)
(RUBIO-GUILLEN 2009).

Cuando se habla de crio preservar el semen se debe tener en cuenta qué tipo de medio se va a
utilizar para realizar la dilucién, asi como los crio protectores a utilizar, ya que este es muy

importante para obtener un semen de excelente calidad y en condiciones ideales para lograr



porcentajes altos de fecundacion en los programas realizados con las biotecnologias
reproductivas. (Brinsko y Varner, 1992).

La congelacion de semen permite la conservacion de las caracteristicas genéticas de un
animal por tiempo indeterminado y lograr con esto transferir por generaciones sin
alteraciones cuando sea requerido (Brinsko y Varner, 1992). Pero la crio preservacion
conlleva a alteraciones en la membrana plasmaética de los espermatozoides debido a cambios
en la temperatura o shock térmico, deshidratacion, toxicidad de las sales, formacion de hielo
intracelular, fluctuaciones del volumen celular o alteraciones en el equilibrio metabdlico
(Brinsko y Varner, 1992), es por esta razon que se debe implementar el uso de técnicas
necesarias para evitar al maximo estos procesos que afectan la calidad del material genético
crio preservado. Para esto es necesario, realizar un manejo apropiado durante todo el proceso
de la congelacion de semen, como el uso de diluyentes con componentes efectivos que
provean al espermatozoide los suplementos necesarios para mantener un adecuado
metabolismo espermatico y la suficiente proteccion, como también un correcto manejo de la

técnica de congelacion y descongelacion del material genético. (Brinsko y Varner, 1992).

El objetivo del presente estudio fue realizar una comparacion sobre el efecto que ocasiona la
inclusion de proteina en diferentes porcentajes en el diluyente Triladyl® sobre la motilidad

individual y vitalidad espermatica del semen bovino crio preservado.



2. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

e Comparar el efecto de los porcentajes de inclusion de proteina en el diluyente
Triladyl® sobre la crio preservacion de semen bovino.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la motilidad individual y vitalidad espermatica del semen bovino de dos
donantes de la raza Simmental y Brangus con cada tratamiento.

e Calcular la motilidad individual semen bovino entre razas a través del tiempo, a las 2
horas, 4 horas, 6 horas y 8 horas pos congelacion.

e Determinar el porcentaje de motilidad individual y vitalidad espermatica de los

donantes entre razas Simmental y Brangus en el proceso de pos congelacion.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de que la inseminacion artificial es para los productores la forma de mejorar
genéticamente su hato, aun existen vacios en la técnica de recoleccion y procesamiento del
semen por la falta de estudios que permitan lograr una mayor eficiencia en la capacidad de
fecundacion del espermatozoide que debe ser alta; la fertilidad potencial de una muestra de
semen probablemente va a depender de que contengan un namero suficiente de
espermatozoides viables, que exista normalidad morfoldgica y que sea funcionalmente
competente, capaz de alcanzar el oviducto y de establecer un reservorio oviductal, y
posteriormente llevar acabo la fecundacion del ovocito y contribuir al desarrollo embrionario,
por tal razon es de vital importancia el método que se utilizard para la crio preservacion del

semen bovino. (Nufiez, 2006).

Por otra parte, la utilizacion de las biotecnologias reproductivas en bovinos en la provincia
del Sumapaz en los Gltimos afios, ha tomado mucho auge para el progreso genético de los
hatos ganaderos existentes en esta zona y no se han realizado por ejemplo, estudios puntuales
gue pemitan conocer exactamente la calidad del semen que sera utilizado, por lo tanto este
material genético debe ser de una excelente calidad y este resultado se logra solamente

mediante la utilizacién de una adecuada técnica de crio preservacion. (Amann, 1985).
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Para crio preservar este material genético se utilizan concentrados esteriles, los cuales se
complementan con yema de huevo para obtener un diluyente con algunas caracteristicas
ideales para la preservacion de los espermatozoides. La proteina (yema de huevo) se utiliza
en diferentes porcentajes en la preparacion de estos crio preservadores, con esta investigacion
queremos observar como se ve afectada la motilidad individual y la vitalidad espermética pos
congelacion disminuyendo y aumentando la cantidad del porcentaje de inclusion de la
proteina (yema de huevo) al realizar la preparacion del diluyente, con relacién al tratamiento

testigo el cual tiene un porcentaje de inclusion de proteina del 20 %.

4. JUSTIFICACION

El objetivo de la utilizacion de los diluyentes en la crio preservacion del semen es aumentar
el volumen seminal, proporcionarle al semen un medio eficiente para la supervivencia y
mantener el poder de fecundacion de los espermatozoides; durante décadas se ha venido
investigando y comprobando varias sustancias que tengan la capacidad de generar un medio
apto para la crio preservacion del semen; Para que un medio sea considerado apto como un
diluyente para el semen bovino este debe tener la capacidad de nutrir, amortiguar y proteger
las células espermaticas.

La utilizacion de la yema de huevo en el diluyente tiene como fin de proteger la membrana
contra el enfriamiento, evitando asi el rompimiento de esta por la posible formacion de
cristales y ayuda al mantenimiento de la viabilidad de los espermatozoides.

Las anteriores consideraciones determinan la necesidad de llevar a cabo la presente
investigacion, que pretende conocer qué resultados se obtienen con la adicion de un
porcentaje mas o menos alto de proteina (yema de huevo) en comparacion con el porcentaje
que se esta utilizando actualmente en la realizacion de los diluyentes, evaluando la afectacion

del porcentaje de motilidad individual y porcentaje de espermatozoides Vivos.
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5. MARCO TEORICO

5.1 GENERALIDADES DEL SEMEN BOVINO

El semen eyaculado es una combinacion de las secreciones de los testiculos, las vias de
conduccion y de las secreciones de las glandulas accesorias., que contiene espermatozoides y
diversas proporciones de fluidos y secreciones de las glandulas que delimitan las

vias reproductoras masculinas y de las glandulas que evacuan en ellas.

El semen de un toro normal es generalmente blanco cremoso, aunque algunos toros lo
producen de una coloracion amarilla, varia desde un producto espeso y cremosos a un

fluido claro, dependiendo de su concentracion de espermatozoides.

El semen normal de un toro producido en cantidades que aumentan con la edad y el tamafio
del animal (hasta un promedio de 6 - 7 ml por eyaculado), puede contener hasta 2 -3 mil
millones de espermatozoide por mililitro. Contiene también plasma seminal liquido aportado
por los Grganos sexuales accesorios, algunas células epiteliales y otros componentes. Sus
propiedades fisicas incluidas el contenido en materia seca, viscosidad, densidad, pH, presion
osmética, dependen en diversos grados de la concentracion relativa de espermatozoides.

El sodio, potasio y calcio son los elementos minerales hallados en mayor abundancia en el

semen. (Lopez j.)
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El descubrimiento de la viabilidad espermatica post descongelacion debido a un hallazgo
accidental en 1949 de congelacion de semen, en un diluyente que contenia glicerol, dio via
libre para que a partir de este momento se realizaran diversos experimentos para lograr
preservar el semen al ser congelado; por motivos econémicos, dichas investigaciones fueron
enfocadas méas que todo hacia la especie bovina; razén por la cual, todos los procesos de
congelacién de semen en otras especies han sido extrapolados de los utilizados en el semen
de toros; sin embargo, debido a las diferencias entre las especies, estos métodos han sido de

menor éxito (Amann, 1982).

Las principales variables que afectan la congelacion eficaz del semen en las diferentes
especies estan dadas por, la concentracion espermatica, el nimero total de espermatozoides
vivos, motiles y morfolégicamente normales, su habilidad para adaptarse a los cambios de
condiciones osmoticas y su capacitacion de una manera apropiada y en un tiempo adecuado,
entre otras. Dichas caracteristicas cambian significativamente entre las diferentes especies
por lo que es necesario llevar a cabo diferentes procesos segun la especie a la que se le

congela semen (Petrunkina, 2007).

5.2 COLECTA DEL SEMEN BOVINO

La colecta seminal es una técnica habitual en los centros de reproduccion bovina que se
emplea para evaluar la capacidad reproductiva de los sementales, el control rutinario de la
calidad del semen, el diagndstico de la infertilidad y por su puesto la inseminacion artificial
ya sea con semen fresco, refrigerado o congelado.

Existen varios procesos para la obtencion del semen bovino como son: la vagina artificial,
electroeyaculador, masaje manual, y extraccién seminal del conducto epididimario, en los
centros especializados se utiliza con mas frecuencia la vagina artificial excepto en toros con

problemas para realizar la monta.

5.2.1 Vagina artificial

La vagina artificial esta formada por un cilindro rigido, en ambos extremos del cilindro se
fija la funda de caucho que delimita una camara interior. Esta en su interior se llena de agua a

través de una valvula, con una temperatura de 45°C la cual varia dependiendo a la
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temperatura que el animal este acostumbrado a ser trabajado, por la misma valvula se llena
de aire con el fin de incrementar la presion y facilitar la eyaculacion del animal. En uno de
los extremos del cilindro se coloca un embudo de caucho o silicona unido a un tubo colector,
protegiéndolo de la luz y del frio por una funda protectora. El pene en ereccion se introduce
en el interior de la vagina artificial y, gracias a las condiciones de temperatura y presion, se
desencadena la eyaculacion del macho. Es un método muy eficaz que, realizado
apropiadamente, puede utilizarse a lo largo de la vida reproductiva del animal. Si la
temperatura o la presion interior de la vagina no son las adecuadas o la colecta la realiza
personal no entrenado, se pueden originar lesiones en el pene que pueden llegar a suprimir la
libido del toro o generar rechazo de la monta. Para esta labor se debe entrenar el animal para
que realice la monta en un maniqui o bien una vaca en celo. (Corteel, 1977; Pickett y Back,
1973; Furman y col., 1975; Salisbury y col., 1978).

Existe una gran variedad de modelos de vaginas artificiales en el mercado, y los sementales
pueden mostrar predileccion por uno u otro modelo en funcidn de sus caracteristicas. La
vagina Missouri 0 Nasco es posiblemente la mas comun y esta constituida por un forro de
latex doble termo sellado que forma una camara donde se introduce el agua con una valvula
que permite la introduccion de agua y aire y una funda externa de cuero. Es econémica,
liviana y de facil manejo, ademas permite una estimulacion externa del glande del semental
(efecto cérvix) o de la base del pene. EI Modelo japonés o Nishikawa esta formado por una
caja externa de aluminio y un forro de latex y en el extremo distal tiene una anilla de goma

espuma para estimular el glande durante la penetracion. Es rigida y cuenta con un bulbo de

goma para la recogida del semen.

e




Fotografia 1: vagina artificial bovina.

Fuente Betancourt L. 2017.

5.2.2 El electroeyaculador

Es un sistema utilizado en toros que no han sido adiestrados para realizar la monta, o bien en
toros con lesiones en los miembros ya sean posteriores o anteriores que le impidan realizar la
monta para la toma del semen. Este método se utiliza una bala con unos electrodos que hacen
contacto con las glandulas accesorias para hacer la estimulacion y poder extraer el semen,
esta bala es introducida via rectal del animal y conectada a una bateria la cual emitird una
descarga eléctrica para estimular la eyaculacion. El semen sera colectado en un cono colector
el cual en su extremo ira conectado un embudo desechable o de silicona unido a un tubo
colector cubierto de la luz y del frio. Esta labor debe realizarse por una persona capacitada y

entrenada ya que si se realiza mal podemos lesionar el animal.

5.2.3Masaje manual

Es el menos utilizado por ser dispendioso para la persona que lo realiza, ya que debe
realizarse por via rectal introduciendo la mano y realizando masajes especificamente hacia la
region ampular del conducto deferente y la prostatahasta para lograr la estimulacion del
animal y la eyaculacion, el semen es recogido en un cono en donde en uno de sus extremos
lleva unido a él un embudo de silicona o desechable conectado a un tubo recolector

cubriéndolo de la luz y el frio.
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Fotografia 1: palpacion rectal

Fuente Bernal J. 2017
5.2.4 Extraccion seminal de la cola del epididimo

Cuando el animal muere repentinamente, su material genético se pierde. Una forma de
conservar este material es por el metodo de colecta de espermatozoides del epididimo
(Martins y col 2007). Este procedimiento post mortem es considerado una importante
herramienta en la utilizacion de espermatozoides de animales en peligro de extincion
(Lambrechts y col 1999). Los espermatozoides colectados del epididimo pueden ser
criopreservados o utilizados de inmediato en la fecundacion in vitro (Martins y col 2007) o
por inseminacion artificial (James y col 2002).

El método consiste en pasar un catéter n° 20 por el ducto deferente, el cual es conectado a
una jeringa de 10 mL, conteniendo medio diluyente.la muestra de depositada en un
portaobejto para ser evaluado y se realiza su respectivo procedimiento, ya sea para

congelacion o para ser utilizado en fresco.

5.3 EVALUACION DE LA CALIDAD DEL SEMEN BOVINO

El objetivo final de evaluacion del material seminal es encontrar uno o pocos parametros para
predecir la capacidad fertilizante del esperma colectado. Muchos métodos han sido evaluados
a lo largo de las ultimas décadas, pero s6lo unos pocos métodos han sido adoptados para la

practica. La mayoria de estos estudios han utilizado el microscopio Optico para las
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evaluaciones de los pardmetros clasicos de esperma, incluyendo la concentracion de
espermatozoides, la motilidad, morfologia y viabilidad y mediante sistema CASA
(Januskauskas & Zilinskas, 2002).

5.4Evaluacion macroscopica
e Volumen

El volumen del eyaculado y la concentracion de espermatozoides deben realizarse de
forma exacta, porque de estas dos medidas va a depender la cantidad de dosis
seminales que saldran de un eyaculado (Van Camp, 1997;). Este volumen es
directamente tomado del tubo colector.

e Color

El color del semen del toro es blanco cremoso, en condiciones normales, que a su vez tiene
relacion con la cantidad y la concentracion de espermatozoides contenidos en el eyaculado.
Es importante tener en cuenta que la coloracion varia de acuerdo al estado del animal, puede
variar de un color amarillento por la presencia de riboflavina que se puede confundir con la
presencia de orina; o de color rojizo a causa de una lesion (Barszcz et al., 2012). El color del
semen de toro es variable, va desde claro transparente hasta el amarillo claro y depende por
lo general del méetodo de colecta ya que por la mala aplicacion de la técnica puede existir la
presencia de sangre, pus y tonalidades fuera de lo normal (Sesma et al., 2008).

e OQOlor

El olor es caracteristico de cada especie animal y en general no es muy intenso. El olor del
semen de toro es similar al de la leche de la vaca. EI semen puede tomar un olor dependiendo
del estado y condicion del animal, como cuando se mezcla con orina 0 ya sea tal vez por
procesos purulentos y por la falta de limpieza (Barszcz et al., 2012). Por lo general se lo
determina olfateando el tubo colector donde se encuentra la muestra seminal, olores extrafios
diferente al caracteristico indica alguna contaminacion sea con orina 0 alguna secrecion

derivada de una patologia genito-urinaria (Crespo & Moreno, 2014).

opH

En condiciones normales el semen de toro colectado recientemente posee un pH que oscila
entre 6.5 a 6.9 con una media pH 6.7. EI pH del semen de toro pude variar dependiendo de

las condiciones del tiempo de colecta hasta su determinacion en laboratorio (Moussa et al.,
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2002). El pH del semen esta por lo general se relaciona con el método de colecta, asi como
de los atenciones y cuidados en el momento de ejecutar la técnica de coleccion del material
seminal (Sesma et al., 2010).

5.5 Evaluacién microscopica
e Motilidad masal

La motilidad masal del semen de toro se evalUa respecto a la concentracién, el movimiento
progresivo y velocidad de los espermatozoides. Es por eso que cuando uno de estos tres
principios se encuentra rebajado, las ondas que son expresadas en remolinos son duramente
deprimidas o nulas (Yildiz et al., 2000).

La observacion de la misma se evalUa colocando una gota de semen puro colocada en un
cubre objetos atemperado a 37°C, para luego ser visualizada mediante microscopio
electronico a 40X, la misma que se valora observando la presencia de ondas cerca del borde
de la gota de material seminal (Yildiz et al., 2000). La escala se clasifica de 1 a 5, en donde 1
corresponde al semen que no presenta ondas y 5 cuando las ondas se mueven formado
remolinos (Yildiz et al., 2000).

e Motilidad individual

La valoracion del movimiento individual de los espermatozoides con el fin de determinar las
células con movimiento flagelar del total de espermatozoides del eyaculado obtenido,
observados en diferentes campos de placa puesta en el microscopio (Curbelo & Rodriguez,
2013). La observacion debe ser realizada con un microscopio 6ptico con un aumento de 40X,
ahi se observan los espermatozoides que se mueven en forma rectilinea a los cuales se los
considera normales, caso contrario los que se mueven en circulo se consideran anormales. El
porcentaje se obtiene de los espermatozoides con movimiento rectilineo progresivo sobre el

total de los espermatozoides observados en la placa (Curbelo & Rodriguez, 2013).

e Concentracién

La concentracion espermatica se evalla generalmente por hemocitdmetro pero en
laboratorios especializados donde el trabajo es mayor o abundante optan por utilizar el

espectofotdbmetro permitiendo estimar de forma indirecta la concentracion espermatica
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basandose en la absorcion o dispersion de la luz provocada por los espermatozoides en
suspension. La determinacion de la concentracion espermatica mediante un
espectrofotometro es un método répido y facilita resultados con un margen de error asumible
(Catena y Cabodevilla, 1999).

En la produccion comercial de semen bovino congelado, el nimero minimo de
espermatozoides por pajillas necesario para obtener la maxima fertilidad in vivo se ha
establecido en 15 millones, con al menos el 50% de motilidad progresiva postdescongelacion
(Van Lieshout, 1995).

No obstante, las dosis seminales producidas por muchos centros de 1A exceden este nimero
minimo establecido, intentando garantizar la presencia de al menos 10 millones de
espermatozoides vivos. Este nimero minimo, para algunos sementales excepcionales,
probablemente pueda ser reducido hasta 5 6 6 millones de espermatozoides vivos por dosis
sin un descenso significativo en la fertilidad (Januskaukas y col., 1996), pero estos individuos
tendrian que ser identificados previamente. A partir de ese minimo establecido, por mucho
que se incremente la concentracion espermatica de las dosis seminales no se va a reflejar en

un aumento de la fertilidad (Amann y Hammerstedt, 2002).

e Morfologia

se coloca una gota de aproximadamente 30 microlitros de semen diluido sobre un
portaobjetos limpio y desengrasado y se realiza el frotis en forma firme y pareja. Se deja
secar el frotis y se lo tifie con una solucién de Giemsa. Se dejan incubar con el colorante por
4 horas, se los retira se enjuagan y se los deja secar. La evaluacion de la morfologia y la
acrosomia se realiza bajo aceite de inmersion a 1000 aumentos. Los espermatozoides se
visualizan de color violaceo y en el caso de tener presente su acrosoma se puede apreciar de
un violaceo mas intenso, de estar ausente el mismo se observa la cabeza del espermatozoide
de un color homogéneo o con el tercio superior mas claro. El valor minimo tanto para rodeo
general como para congelacion es de 70% de acrosomas normales. También se puede evaluar
por medio de contraste de fase con glutaraldehido al 0,2%. Si se desea ver s6lo morfologia se
puede utilizar también Rosa de Bengala observandose a los espermatozoides de un color rosa
intenso. (Gomez Ma;). Por medio de esta técnica observamos las anormalidades espermaticas
clasificandolas en anormalidades primarias y secundarias; Primarias por definicion, son

aquellas que se originan dentro del testiculo durante la espermatogénesis y malformaciones
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Secundarias son aquellas que se originan dentro del epididimo; cabe destacar que por
definicion se denota el origen y no la severidad del defecto. (Gomez Ma;).

5.6 PARAMETROS

Volumen 3a6ce

Olor Sin olor

pH 6,4a6,9

Apariencia Cremosa Muy buena mayor a 750 x 106

Lechosa Buena 400 a 750 x 106
Blanquecina lechosa Regular 250 a 400 x
106

Traslucida Mala menor a 200 x 106

Fuente: (Barth et al., 2006)

Motilidad masal (4x o 10x)

Semen muy bueno ondas oscuras marcadas con rapido
movimiento.
Semen bueno ondas menos oscuras que el anterior,

marcadas con movimiento moderado.

Semen regular ondas claras con movimiento muy ligero.

Semen malo no hay ondas, se observan los

espermatozoides inméviles

Fuente: (Barth et al., 2006)

Motilidad individual: diluido (400x)

Muy bueno > 80 %

Bueno 60 — 79%
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Regular

40 - 59%

Malo

< al 40%

Fuente: (Barth et al., 2006)

Morfologia Anormalidades primarias | Total
Muy bueno <10% <25%
Bueno 10 - 19% 26-39%
Regular 20 - 29% 40-59%
Malo > 29% >59%

Fuente: (Barth et al., 2006)

5.6.1DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE LAS

ESPERAMTICAS EN EL EYACULADO

Existen 2 métodos de evaluacion de la concentracion espermatica

e Determinacion por medio del método espectrofotocolorimétrico.

CELULAS

El espectrofotdmetro mide la densidad espermatica por dificultad que ofrece la suspensién de

espermatozoides en una solucién que los inmoviliza (por ej. formol citrato) al pasaje de los

haces de luz. El aparato estd acompafiado de una tabla, confeccionada a partir de la curva de

turbidez y de la espermatica, medida en una camara cuenta glébulos. El valor indicado en la

tabla en la tabla es expresado x10/mm® (Palma G. 2001).

e Determinacion de la concentracion en la cAmara cuenta globulos (hemocitémetro).
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Se define concentracion espermaética a la cantidad de espermatozoides que se encuentran la
una unidad de volumen. Existen diferentes tipos de camaras para el recuento de
espermatozoides. Todas fueron desarrolladas para el recuento hemocitométrico: Neubauer,
Thoma, Thoma neu, Burker, Durner-Turk/Turk, Fuchs-Rosenthal. Las mas conocidas para la
determinacion del namero de espermatozoides son la de Neubauer y Thoma (Thoma neu),

sobre la cuales se hard la descripcion del recuento. (Palma G. 2001).

El principio de la determinacion de la concentracion espermatica estd establecido por el
recuento de los espermatozoides de una muestra de semen diluido bajo condiciones
estandarizadas. EI mismo tiene en cuenta la superficie y la altura de la cdmara como asi
también el grado de dilucién al que se sometié la muestra de semen. Con ayuda de la
ecuacion (a) serd posible establecer la concentracion de espermatozoides/ml. (Palma G.
2001).

Método

De una dosis de semen se toma una muestra que se diluye en agua destilada en una relacion
1:20 (por ejemplo, 50ul de semen + 950ul de agua destilada). Después de la
homogeneizacion durante 5 segundos en un agitador mecanico o en forma manual, se coloca
una muestra de la dilucion en cada hemicamara. El recuento se lleva a cabo en un
microscopio a 400X. (Palma G. 2001).

El recuento y célculo de la concentracion de espermatozoides difiere segun el tipo de cdmara
empleado. Existen en el mercado varios tipos de hemocitometros, razon por la cual se daran
las indicaciones con un tipo de cAmara variando el calculo segun las instrucciones de uso de

cada camara (i. e. altura de la cAmara y superficie total)

E
Esp=——x1
Sp SAD * 1000
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Esp= Numero de espermatozoides

E= Numeros de espermatozoides contados
S= Superficie empleada en mm3 (1/2,5 mm2)
A= Altura de la cdmara (1/10 mm)

D= Grado de dilucion (1/200)

Fuente: (Palma G. 2001).

5.7 PROCESAMIENTO DEL SEMEN BOVINO

La vida fértil del plasma seminal se limita a varias horas en el laboratorio. Si bien se puede
extender la vida fértil del semen del toro indefinidamente a través de la criopreservacion, los
espermatozoides congelados-descongelados son aun mas fragiles y menor duracion que los
espermatozoides recién eyaculados. Y mientras que cada paso en la elaboracion y
manipulacién de semen congelado es esencial para proporcionar espermatozoides viables
después de la descongelacion; La concentracion de espermatozoides y la motilidad inicial se
determina en ultima instancia, el nimero de espermatozoides en cada una de las pajillas. El
eyaculado se diluye a continuacién con un medio apropiado, el diluyente, para comenzar la
proceso de enfriamiento del semen de toros, ya su proporcionan sustratos para los
espermatozoides para generar la energia necesaria para la supervivencia y la motilidad,
capacidad de amortiguacion para controlar la acidez, ademas de proporcionar proteccion

durante el proceso de enfriamiento y congelacién. (Parks, 2015).

CRIOPRESERVACION
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La criopreservacion del semen bovino comprende cinco fases: la dilucion, el empajillado y
enfriamiento, la congelacién, el almacenamiento y la descongelacion, lo que hace que haya
una articulacién entre la funcion de la membrana con el metabolismo pudiendo que el

espermatozoide detenga su funcion en cada etapa (Avila-Portillo et al., 2006).

5.8 AGENTE CRIOPROTECTOR.

La utilizacién de crioprotectores es muy importante en el proceso de preservar, ya que

protege a los espermatozoides durante la congelacion y la descongelacion.

e yema de huevo.

La yema de huevo es un componente basico que esta presente en la mayoria de los diluyentes
utilizados para la congelacion del semen bovino, las caracteristicas protectoras son conocidas
desde los trabajos realizados por Phillips y Lardy en 1940, el cual describieron todos los
beneficios al incluir la yema de huevo en los diluyentes utilizados para la conservacion de los
espermatozoides. Desde entonces esta adicion ha sido utilizada en algunos diluyentes
obteniendo buenos resultados. La yema de huevo esta compuesta por un 68% de
lipoproteinas de baja densidad (LDL), 16% de lipoproteina de alta densidad (HDL), 10%de
levetelinas y 4% fosfivitina (Dauphas, 2006).

e Glicerol

El glicerol es el crioprotector mas utilizado en los protocolos de congelacion del semen de
perro, y practicamente en todas las especies domésticas (Maxwell y Watson, 1996; Curry,
2000; Salamon y Maxwell, 2000; Vidament y col., 2000; Gil y col., 2003; Bittencourt y col.,
2004). Su descubrimiento como agente crioprotector se debe a Polge y col. (1949) y ha
marcado un avance notable en la preservacion del semen, por medio de la congelacion. Su
bajo peso molecular le permite ingresar a la célula mediante los canales aquaporin 7
(Ishibashi y col., 1997) y reemplazar osmoticamente el agua intracelular durante el proceso
de congelamiento, esto combinado con una velocidad de congelamiento lenta reduce la
formacién de cristales de hielo intracelulares (Salamon y Maxell, 2000). Segin Amann y
Pickett (1987) asi como Almlid y Johnson (1988), el glicerol también tiene un rol
crioprotector en el medio extracelular, su funcion a este nivel consiste en aumentar el

volumen del medio extra-celular y la proporcion de agua en estado de no-congelacion,
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haciendo disminuir las concentraciones de los electrolitos y por tanto, minimizando los
“efectos de solucion” (Mazur, 1984); ademads, y mediante la estimulacién osmotica de la
deshidratacion celular, consigue disminuir el volumen del agua intra-celular disponible para
congelarse y formar cristales (Medeiros y col., 2002).

5.9 DILUYENTES PARA LA CRIOPRESERVACION DEL SEMEN BOVINO

En el mercado existen variabilidad de diluyentes para la criopreservacion del semen bovino
entre ellos:
Triladyl®

Es un concentrado estéril para la preparacion de un diluyente con yema de huevo para la
congelacion de semen bovino en un solo paso. Triladyl® se presta también para la
congelacion de semen de otros rumiantes por ejemplo ovino, caprino, ciervo etc. Su

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

Composicién

TRIS

e Acido citrico

e Azlcar

e Tampones

e Glicerina

e Antibioticos

e Agua de extrema pureza

100 del diluyente preparado contienen (unidades activas)
e Tilosina 5,7 mg

e Gentamicina 28,6 mg

e Espectinomicina 34,3 mg

e Lincomicina 17,2 mg 2.

Forma de presentacion

Cada frasco de Triladyl® contiene 250 g de concentrado para la preparacion de 1250 g de

diluyente listo para su utilizacion.
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Aplicacion

Preparacion del diluyente listo para su uso

Para la preparacion del diluyente se requiere de:

Triladyl® concentrado agua pura estéril.
yema de huevo fresca.
probeta graduada estéril o matraz de Erlenmeyer

papel filtro estéril filtro-embudos estériles

El diluyente listo se compone de una parte de concentrado de Triladyl®, tres partes de agua

pura esteril y de una parte de yema de huevo, lo que equivale al 20% de su volumen final.
(Minitiib Manual 13500/0250)

Steridyl - Medio completo para la congelacion de semen bovino

Beneficios

Formula de buffer madurada basada enTRIS

Listo para su uso

Resultados optimos y constantes dentro de un rango amplio de variacion de tasas de
dilucion.

Facil de preparar, ahorra tiempo.

Estandar GMP de produccién Minitube

Desde la introduccion deTriladyl® al mercado en el afio 1974, el diluyente se ha establecido

como estandar de laboratorio para la produccion moderna de semen. Steridyl combina el

probado Triladyl con yema de huevo gamma-irradiada, presentandose como un producto

completo, terminado y facil de aplicar. S6lo debe adicionarse agua al concentrado para

preparar el diluyente listo para su uso. Steridyl también se presta para eyaculados de otras

especies, como p.Ej., semen de carnero, macho cabrio y también de muchas especies

exoticas.
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Composicion

Steridyl contiene TRIS, &cido citrico, aztcar, tampones, Glicerina, agua purificada, yema de
huevo estéril irradiada y antibidticos (Tilosina, Gentamicina, Espectinomicina |,

Lincomicina).

AndroMed®

Medio de cultivo sin componentes de origen animal, Para congelacion de semen bovino,

ovino y caprino, También apto para preservacion de semen fresco.

Beneficios

e Sin ingredientes de origen animal.

e Sinriesgo de contaminacion microbiologica.
e Protocolos de produccion eficiente

e Altas tasas de fertilidad

e Amplio rango de aplicacion

e Estandar GMP de produccion Minitube

Composicién
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)
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 LOCALIZACION

El presente trabajo se llevo a cabo en la hacienda el Portal en la vereda San Roque del
municipio de Arbelaez Cundinamarca ubicado en la Provincia del Sumapaz, localizado 82
km de Bogota. limita con Fusagasugéa, Pasca, San Bernardo, conocido por su alto crecimiento
econdmico en los Gltimos afos, este municipio tiene una temperatura 21 °C, viento O a 10
km/h, 81% de humedad.

6.2 MATERIALES

EN CAMPO
o Un electroeyaculador. (Electrojac)
Conos de silicona.
Tubo colector.
Solucion salina.
Tijeras.
Toallas de papel.
Mangas.
Guantes.

O 0O O O o0 O O
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EN LABORATOERIO

o Microscopio.
Lamina calentadora.
Bafio de maria.
Portaobjetos.
Cubreobjetos.
Aceite de inmersion.
losina-nigrosina.
Pajillas.
Maquina marcadora de pajillas.
Maquina empacadora de pajillas.
Nitrégeno.
Termo congelador.
Termo descongelador.
Hemocitometro.
Espectofotometro.

0O O OO0 OO0 OO OO0 O0oOOoOOo0OOo

ANIMALES

Los animales que fueron utilizados para este trabajo fueron, 1 toro de la raza Simmental de
40 meses de edad con un peso de 600 kg el cual se encuentra con una condicién corporal de
3.8 en una escala de 1 a 5 y cuyo manejo es en pastoreo el segundo ejemplar es un toro
Brangus con una edad de 30 meses con 630 kg de peso vivo, encontrandolos en una
condicién corporal de 4 en una escala de 1 a 5, manejados en potreros y con disponibilidad
de agua y sal a voluntad, estos animales han sido desparasitados y vitaminizados con
anterioridad, es de anotar que los animales se encuentran sirviendo las vacas existentes en el
predio; Se les realiz6 una evaluacion fisica y palpacion rectal encontrandolos aptos

reproductivamente y para la realizacion de la colecta.

6.3 METODOS

OBTENCION Y EVALUACION DE LOS EYACULADOS

La obtencion del semen bovino se realizo por el método de electro eyaculacién, utilizando un
electroeyaculador electrojac 5 utilizdndolo modo automatico, haciendo dos eyaculados, con
un intervalo de 20 min entre las dos tomas. Tras la obtencion del semen se realizé una

primera valoracién de la calidad de los eyaculados atendiendo a los siguientes parametros: -
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volumen: determinado por lectura directa en un tubo graduado de 10 ml -motilidad en masa
determinada mediante examen microscopico; los eyaculados se puntuaron en una escala de 1
(ausencia de movimiento) a 5 (ondas con movimiento muy rapido y vigoroso), - Motilida
masal mediante microscopio evaluando progresividad y velocidad en una escala del
1(inmdvil) al 5 (muy rapido) -Concentracion espermadtica, determinada mediante el uso de
camara de neubauer. -Morfologia espermatica con tinsion iosina nigrosina, estos analisis y
procedimientos se llevaron a cabo en el laboratoio de reproduccion de la Universidad de

Cundinamarca.

DILUCION SEMINAL

Una vez determinado el volumen del eyaculado se procedio a realizar la dilucion 1:1 el
eyaculado obtenido se dividio en 5 partes iguales (por los 5 tratamientos) y se le adiciono la
misma cantidad de diluyente de cada uno de los tratamientos, se procedio a refrigerar y se
traslado al laboratorio de reproduccion de la Universidad de Cundinamarca, para su

respectiva evaluacion.

PROCESAMIENTO DEL SEMEN

Ya realizada la evaluacion de la concentracion de cada una de las muestras se procedid a
realizar la adicion de los diluyentes por tratamientos siempre a una temperatura de (5°C), por
un intervalo de 15 minutos, se deja en la nevera por 18 horas y se procede a marcar las
pajillas con los siguientes datos: Raza, tratamiento y toma de muestra, una vez marcadas las
pajillas se procede al empacado de las mismas en pajillas de 0.5 ml, y se sellaron con

polivinilo, luego se procedié a la congelacion.

Tratamientos utilizados

e Tratamiento 0 (20% proteina )
e Tratamiento 1 (16% proteina )
e Tratamiento 2 (18% proteina )

e Tratamiento 3 (22% proteina )
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e Tratamiento 4 (24% proteina )

EVALUACION DEL SEMEN

Para la evaluacion del semen poscongelacion se realiza una descongelacion de 2 pajilla por
cada tratamiento a una temperatura de 37°C por 1 minuto, luego se coloca una muestra en el
portaobjeto y se procede a la evaluacién en el microscopio, el mismo procedimiento para
todas las pajillas con cada tratamiento.

Para la evaluacion a través del tiempo se evaltan dos pajillas por cada tratamiento a las 2, a

las 4, a las 6 y a las 8 horas poscongelacion de las pajillas.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

Para realizar la comparacion de promedios entre los tratamientos para las variables
concentracion espermatica y vitalidad lo primero que se presenta es la descripcion estadistica

de los datos dichos valores que se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Estadistica descriptiva de las variables “Concentracion Espermatica” y “Vitalidad”

Medidas resumen

Variable n Media D.E. Var(m-1) CV Min Max Lzimetria Kurtosis
CONCESPER 20 895,25 222,94 49703,88 24,90 520,00 14&0,00 a,50 0,35
VITALIDAD 20 71,70 15,51 240,54 21,63 40,00 95,00 -0,32 -0, 88

De estos valores se hace énfasis en el coeficiente de variacion que indica el grado de
dispersion de los datos o variabilidad de los mismos respecto al promedio, valores menores
del 15% son indicadores de poca dispersion de los datos, en este caso se obtuvieron
coeficientes del 24,9% para concentracion espermatica y de 21,63% para vitalidad, esto

quiere decir que los datos son muy heterogéneos o “diferentes” al promedio.
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El siguiente andlisis fue una prueba de normalidad de los datos, en este caso se aplicéd la
prueba de Shapiro — Wilks, disponible en el programa INFOSTAT. Los resultados se

muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Prueba de normalidad de los datos.

Variable n Media D.E. W* pi(Unilaferal D)
COMCESPER 20 895,25 222,94 0,96 0, 7450
VITLLIDAD 20 71,70 15,51 0,93 00,3246

Los valores de probabilidad mayores a 0,05 indican que los datos distribuyen de manera
normal.

Como los datos distribuyen de manera normal los siguiente es realizar un Analisis de
Varianza en el que se incluyen dentro del modelo los tratamientos, la raza y la muestra, estas
dos ultimas se incluyen no para concluir sobre ellas sino para reducir el tamafio del error
experimental y con esto mejorar el valor del coeficiente de determinacion. Las tablas

obtenidas se muestran a continuacion.

Tabla 3. Analisis de varianza para la variable “Concentracion Espermatica”.

CONCESEPER

Wariable pa) B= B= &g 5
CONCESFER 20 Q0,57 0,38 19,68

Coadro de Andli=si=s de la WVarian=as (5C tTipo ITII)

F._%W. S5 ol L F p—waloxr
Modelo . 540927, 50 o 20154, 58 =2, 90 o, 0505
TEOLTOHRMIENTS 127755, 00 =1 1938, TS5 1,03 O,494288
BOFD 43104311 , 25 1 43043213 .25 13,22 O, 0030
MOESTRD Z2T6EL, 25 1 ZTE1L, 25 o, o9 o, TTOZ2
Error 4034496, 25 13 1034, 33
Tot-al 944373, 7TE 19

El valor de p 0,4288 (p>0,05), indica que no existen diferencias significativas para esta
variable en los tratamientos, es importante anotar en este caso el valor de R? que es de 0,57
cuando se espera gue en un modelo adecuado sea superior a 0,8. Esto quiere decir que es
posible que exista otra variable que pueda influir en la concentracion espermatica que no fue

tenida en cuenta en este ensayo.
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Tabla 4. Analisis de Varianza para la variable “Vitalidad”.

VWITALIDAD

Variable N R= BE= L W
VWITALIDAD 20 O,91 0,86 7,97

Coadro de Anali=si= de la Varian=za (5C tipo III)

F.WV. S gl CH F p—-valar
Modelo. 4145,50 & £90,922 21,15 <0,0001
TELATAMIENTCS 4091, 70 4 1022,93 31,31 «<0,0001
RAZL 20,00 1 20,00 oO,61 O,4480
MUESTERR 33,80 1 33,80 1,03 00,3276
Error 424 T0O 13 32,67
Total 4570,20 19

VITALIDAD ESPERMATICA %
[T020% |T116% ([T218% [1322% ([T424%
toma 1 5M 90 60 87 60 40]
toma 2 SM 95 65) 90 70 50]
toma 1Br 87 65 85 70) 60
toma 2 Br 85 70 80 75 50]
promedio 89,25 65 85,5 68,75 50)

Para la variable vitalidad el valor de p < 0,0001 indica que existen diferencias significativas
entre los tratamientos, ademés el valor del coeficiente de determinacion R? de 0,91, que es un
valor satisfactorio para la explicacién del modelo.

Como existen diferencias significativas entre los tratamientos se realiza una prueba de Tukey
para determinar cudles tratamientos difieren de cuales. Los resultados se muestran en la

siguiente tabla:

Tabla 5. Prueba de Tukey para la variable “Vitalidad”
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WELITALITDAT

Variable i) B= BR= &g =
WITLILIDAD ZO 0,931 o, 56 T,97

Conadro de Andglisis de la Varian=za (5C t£tipo IIX)

F.%W. 5 gl L F p—wvalor
Maodelo. 4145, 50 & &£90,92 21,15 =<0,0001
BOZD 20,00 a ZOo, 00 o, 61 o,4a430
HMOESTRL =5, 80 a =5, 80 1,03 o,3276a
TEATAHMIENTO <4091, 70 4 1022Z2,93 31,31 <O0,00031
Error G4, TO A3 2,67
Total 4570,20 19

Test: Tokey Alfa=—0 05 DMS=12Z 72574

Error: 3I2,6692 gl: 13

TRATAMIENTCO Medias n  E.E.

Ta S50, 00 a4 z,86 B

T1 65,00 4 z,.86 =

TS 68, 75 a z,8&8 =

T2 85,50 a4 zZ,86 C

To 29,25 a4 z,.8&6 c

Medias conr unae letrs comiin no sSon significativamente difsrentes (2 > O.05)

La prueba de tukey muestra que el tratamiento 4 tiene la menor vitalidad de todos (50%), el
tratamiento 1 y 3 no tienen diferencias entre ellos y muestran vitalidades de 65 y 68,75%
respectivamente; las mejores vitalidades las muestran los tratamientos control y tratamiento 2

con valores de 89,25 y 85,5 % respectivamente, no hay diferencias significativas entre ellas.

Para la variable “Progresividad” que se evalu6 a las 2, 4, 6 y 8 horas se muestra primero que

toda la estadistica descriptiva en la tabla 6.

Tabla 6. Estadistica Descriptiva para “progresividad”

Medidas resmmen

Variable n Media D.E. CV Min Méx lLzimetria Kurtozis

PROGRES 2 20 28,00 17,50 62,51 5,00 60,00 0,42 -1,33
PROGRES 4 20 19,85 15,64 78,80 2,00 50,00 0,59 -1,27
PROGRES & 20 12,90 11,61 89,98 0,00 35,00 0,71 -1,12
PROGRES & 20 8,05 9,17 113,96 0,00 30,00 1,22 -0,04

Se observa que los coeficientes de variacion son demasiado altos (gran heterogeneidad en los
datos) y que los valores de Asimetria y Kurtosis son indicativos de una posible no
normalidad en los datos; para confirmar esto se hace la prueba de normalidad de Shapiro —

Wilks, que se muestra a continuacion.

Tabla 7. Prueba de normalidad de Shapiro — Wilks para la variable “Progresividad”
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Shapiro-TWilk=s (modificado)

YVariable T Media D.E. W= pi(Unilateral D)
PROGRES 2 20 28,00 17,50 0,85 o,00893
PROGRES 4 20 19,85 15,649 0,81 0,0010
PROGRES & 20 12,90 11,61 O,81 0,0010
PROGRES & 20 8,05 9,17 0,77 <0, 0001

Todos los valores de p son menores a 0,05 lo cual indica que no distribuyen de manera
normal, cuando esto sucede se hace una prueba no paramétrica, en este caso se aplico la

prueba de Kruskal Wallis cuyos resultados se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 8. Prueba no Paramétrica de Kruskal Wallis para la variable Progresividad

Frueba de Kruskal Wallis

Variable TRLTAM I Media=s D.E.@Medianas omedioc rangos
PROGRES 2 T1 4 21,25 2,50 20,00 10,13
PROGRES 2 T2 4 45,00 5,77 45, 00 15,75
PROGRES 2 T3 4 13,75 4,79 12,50 5,75
PROGRES 2 T4 4 10,00 4,08 10,00 3,63
PROGRES 2 To 4 50,00 8,16 50,00 17,25
Variakble TELTOLM N Medias D.E.@Medianas omedio rangos
PROGRES 4 T1 4 11,25 2,50 10,00 2,38
PROGRES 4 T2 4 35,00 5,77 35,00 15,75
PROGRES 4 T3 4 T,50 2,589 7,50 6,00
PROGRES 4 T4 4 5,50 3,32 5,00 4,13
PROGRES 4 To 4 40,00 8,16 40,00 17,25
Variakble TELTOLM N Medias D.E.@Medianas omedio rangos
PROGRES & T1 4 &,25 2,50 5,00 2,38
PROGRES & T2 4 25,00 5,77 25,00 16,25
PROGRES & T3 4 5,00 2,16 4,50 T,25
PROGRES & T4 4 Z,00 1,63 Z,00 z,88
PROGRES & To 4 26,25 8,54 27,50 16,75
Variakble TELTAM Medias D.E.@Medianas omedio rangos
PROGRES 8 T1 Y 1,75 0O, 50 2,00 6,38
PROGRES & T2 4 13,75 4,79 12,50 15,38
PROGRES &8 T3 ES 2,25 0,9§ 2,50 82,38
PROGRES 8 T4 4 1,25 0O, 26 1,50 4,75
PROGRES 8 To 4 21,25 8,54 22,50 17,63
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PROGRESIVIDAD % {2horas) PROGRESIVIDAD % (4 horas)

T020% [T116% ([T218% ([T322% [T424% ITO 20% T116% T2 18% 13 22% T4 24 %
toma 1 5M 50 20 50 15 5 toma 1 5M 40) 10 40| 10 2
toma 2 SM 60 25 40 10 10 toma 2 SV 50 15 30 5 5|
toma 1Br 50 20 40 10 15 toma 1Br 40, 10 30 5 10
toma 2 br 40 20 50 20 10 toma 2 br 30 10 40 10) 5|
promedio 50 21,25 45 13,75 10 Promedio 40 11,25 35 7,5 5,5

PROGRESIVIDAD % (6 horas) PROGRESIVIDAD % (8 horas)

T020% |T116% |[T218% [T322% [T424% ITO 20% T116%  [T218% T3 22% 1424 %
toma 1 5SM 30 5) 30 8 0 toma 1 SM 25| 1 20 3 0|
toma 2 SM 35 10| 20 4 2 toma 2 SM 30 2 10 2 2
toma 1Br 25| 5| 30 3 4 toma 1Br 20| 2 15 1] 2|
toma 2 br 15) 5 20 5| 2 toma 2 br 10| 2 10 3 1
Promedio 26,25 6,25 25| 5 2 Promedio 21,25 1,75 13,75 2,25 1,25

Los valores de probabilidad en esta prueba se muestran en el recuadro azul y como se
observa todos los valores son menores a 0,05 por lo cual se puede decir que existen
diferencias significativas entre los tratamientos para la variable progresividad, para saber
cudles tratamientos son mejores se utilizan las medianas (recuadro rojo) como se observa las
medianas mas altas se ven en los tratamientos control y dos.

En el caso de la velocidad por ser una variable categorica su analisis estadistico es muy
complejo, por lo cual en este caso se prefiere mostrar una tendencia a través de un grafico

que se muestra a continuacion:

Grafico 1. Velocidad espermatica vs Concentracion

Velocidad vs Concentracion
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TO T116 T2 T3 T424 TO T116 T2 T3 T424 TO T116 T2 T3 T424 TO T116 T2 T3 T424
20% % 18% 22% % 20% % 18% 22% % 20% % 18% 22% % 20% % 18% 22% %

2 horas 4 horas 6 horas 8 horas
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El grafico muestra que la velocidad 1y 2 son las méas frecuentes y solo hay 3 casos en los que

se muestran velocidades de 3.

Finalmente se analizaron las variables Progresividad y Vitalidad espermaética
postcongelacion (0 horas), la prueba de normalidad para esas variables se muestra en la

siguiente tabla.

Tabla 9. Prueba de Normalidad para las variables progresividad y vitalidad espermatica (0

Horas).

Shapiro—|Tdilks (modi £Fi1cado)

Variable T Media D.E. = (Uil s
PROGREST 20 382,75 1&6,.,8285 O,91
WITALIDAD E 20 329,50 16,21 0,949

Los valores de p > 0,05 indica que los datos distribuyen de manera normal, por lo cual se

hara un analisis de varianza para ambas variables el cual se muestra a continuacion:

Tabla 10. Anélisis de Varianza y Prueba de Tukey para la variable “Progresividad 0 horas”
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PROGRESI

Variable N R®* R* Bj CV
PROGRESI 20 0,88 0,82 18,51

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo. 4725,00 & 787,50 15,31 <0,0001
RAZR 11,25 1 11,25 0,22 0,6478

MUESTRL 1,25 1 1,25 0,02 0,8785
TRATAM 4712,50 4 1178,13 22,90 <0,0001
Error 668,75 13 51,44

Total 5393,75 19

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=15,96885
Error: 51,4423 gl: 13
TRATAM Medias n E.E.

T4 18,75 4 3,59 R
T3 26,25 43,59k B
T1 36,25 4 3,59 B
T2 55,00 4 3,59 c
Ta 57,50 4 3,59 c

Medizs con uns lstra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

. PROGRESIVIDAD % I
1020% [T116% [T218% [1322% [1424%
toma 15M 60 40) 60) 30 10
toma 2 SM 65 30) 50 20 15
toma 1Br 55 35 50 20 30
toma 2 Br 50 40) 60 35 20
promedio 57,5 36,25 55) 26,25) 18,75

Para la variable progresividad se observa que existen diferencias significativas entre los

tratamientos (p < 0,05), dichas diferencias se evalGan con la prueba de Tukey que muestra

que las mayores motilidades se observan en el tratamiento control y dos.

Tabla 11. Anélisis de Varianza y Prueba de Tukey para la variable “Vitalidad 0 horas”

VITALIDAD E

Variable N R* R* noj CW
VITALIDAD E 20 0,83 0,75 20,32

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl cM F p-valor
Modelo. 4157,50 6 6%2,%2 10,76 ©0,0002
RAZL 80,00 1 80,00 1,24 ©,2853

MUESTRER 45,00 1 45,00 0,70 0,4184
TRATEM 4032,50 4 1008,13 15,65 00,0001
Error 837,50 13 64,42

Total 4995,00 18

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=17,87040
Error: £4,4231 gl: 13
TRATZM Mediaz n E.E.

T4 20,00 4 4,01 A

T3 33,75 4 4,01 A B

T1 35,00 4 4,01 2 B

Tz 46,25 4 4,01 B C

To 62,50 4 4,01 C

Medizs con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05}

VELOCIDAD 1-5
T020% [T116% [218% [322% [44%
ftoma 1 SM 4 2
toma 2 SM 3 2
ftoma 18r 3 2
itoma 2 Br 4 2

En este caso se observa también que existen diferencias significativas entre tratamientos

presentdndose una mayor vitalidad en los tratamientos control y 2.

Grafico 2. Velocidad espermatica 0 hora
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8. CONCLUSIONES

Los tratamientos con una concentracion de proteina del 20% y del 18%
respectivamente son los mas recomendados para los procesos de crio preservacion,
por cuanto los valores de probabilidad fueron menores a 0,05, lo que permite deducir
que existen diferencias significativas entre los tratamientos para la variable

progresividad, observando las medianas més altas en los tratamientos control y 2.

Los tratamientos con una concentracion de proteina del 20% y del 18%
respectivamente fueron los que mejor progresividad espermatica presentaron
contribuyendo esto con la calidad del material seminal, por cuanto la variable
progresividad demostré que existen diferencias significativas entre los tratamientos (p
< 0,05) y al realizar la evaluacion con la prueba de Tukey se observo que las mayores

motilidades se presentaron en el tratamiento control y 2.

La realizacion de este y de otros estudios sobre biotecnologia reproductiva permitiran
conocer en una mayor proporcion, los factores que mejoren la calidad del semen y
contribuiran enormemente a un mayor desarrollo de los factores productivos en la

provincia del Sumapaz.

La utilizacion del laboratorio de biotecnologia de la Facultad de Ciencias

Agropecuarias del programa de Zootecnia de la Universidad de Cundinamarca, es una
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herramienta fundamental para el desarrollo de la investigacién de la biotecnologia

reproductiva en la region del Sumapaz.

Una mayor cualificacion de la calidad de la investigacion reproductiva en la zona,
solo se lograra motivando e incentivando este tipo de investigaciones, que tengan la

participacion y el interés de los futuros profesionales del sector agropecuario.
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