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RESUMEN

Con el fin de evaluar un nuevo diluyente a base de soya (Andromed) para la criopreservaciéon de semen
bovino en el trépico hiimedo vy tratar de determinar su mejor tiempo de equilibrio, se comparé a éste con el
Triladyl, diluyente ya validado con buenos resultados. El estudio se realizé en la zona centro del estado de
Veracruz, y se utilizaron 18 eyaculados de toros de razas tanto europeas como cebuinas y sus cruzas,
colectados por medio de electroeyaculacién. Cada eyaculado se dividié en dos partes, cada una de las
cuales se diluy6 con cada uno de los diluyentes, y el semen ya diluido se congeld utilizando tres tiempos de
equilibrio: 1)2a3 h; 2)4a 5 h; y 3) 8 a 9 h. Todos los eyaculados se procesaron de la misma forma, y la
tnica variacion fue en el congelamiento, ya que el tiempo en que las pajillas con semen estuvieron
expuestas a vapor de nitrégeno liquido dependié de las indicaciones del fabricante para cada diluyente.
Aproximadamente 15 dias después de su congelacion, se descongelaron dos dosis de cada eyaculado y se
evalud la motilidad espermatica a los 0, 30, 60 y 90 min pos-descongelado, dejando el semen en bafio maria
durante este tiempo a 37° C. El diluyente tuvo un efecto significativo sobre la motilidad pos-descongelado,
resuitando mejor el Triladyl que el Andromed (P<0.05). Para ambos diluyentes, el msjor tiempo de equilibrio
fue de 8 a 9 h (P<0.05). En conclusion, el Triladyl con un tiempo de equilibrio de 8 a 9 h fue el mejor

tratamiento de los usados en este estudio, aunque el Andromed también puede ser utilizado con resultados
acepiables.
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INTRODUCCION

La criopreservacion del semen bovino se hace con la finalidad de tener a disposicion semen proveniente de
animales valiosos para utilizarlo en la‘inseminacién artificial de hembras para mejorar la eficiencia productiva
y reproductiva de los hatos. Uno de los pasos comprendidos en el procedimientio de criopreservacion de
semen bovino es su dilucién. La dilucién apropiada del semen tiene como obieto aumentar a! volumen fotal
de la masa espermdtica para que, a partir de una sola eyaculacion, se pueda fecundar mediante
inseminacion artificial al mayor nimero de hembras posible (Derivaux, 1982), y al mismo tiempo se le den a
los espermatozoides las condiciones 6ptimas para el mantenimiento de su vitalidad y capacidad fecundante
a través del tiempo.

El término diluyente se refiere a una solucién acuosa que permite aumentar el volumen del eyaculado hasta
conseguir las dosis necesarias, preservar las caracteristicas funcionales de las células espermaticas vy
mantener el nivel de fertilidad adecuado (Gadea, 2003). Las caracteristicas que un diluyente debe reunir
son: ser isotonico al semen, capacidad amortiguadora evitando cambios de pH al neutralizar los acidos
producidos por el metabolismo de los espermatozoides, proteger a los espermatozoides del choque térmico
durante la congelacion y descongelacion, proporcionar nutrientes para el metabolismo de los
espermatozoides, controlar contaminantes microbianos, y preservar la vida de los espermatozoides con un
minimo de efecto sobre la fertilidad (Bearden, 1982). Ademas, los diluyentes deben ser faciles de preparar,
estables y econémicos (Salisbury et al.,1982).

La mayoria de los diluyentes que se han desarrollado contienen yema de huevo; sin embargo, se han
desarrollado también otros sin yema de huevo, que contienen soya. Las ventajas de estos Gltimos en
comparacion con los que incluyen yema de huevo son: no tienen ingredientes de origen animal, no existe
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riesgo de contaminacion bacteriana, altas tasas de concepcién y mayores tasas de no retorno, faci
preparacion y mayor facilidad de evaluacién de los espermatozoides al microscopio.

Entre los diluyentes que contienen yema de huevo estd el Triladyl® (Minitube, Germany). Este es un
concentrado para la preparacion de un diluyente listo para su uso en un solo paso, que esta basado en Tris
(Hidroxi-metil aminometano, un amortiguador sintético) y contiene agua bidestilada, glicerol, acido citrico,
fructosa y antibidticos; para su preparacion se adicionan tres partes de agua bidestilada, una parte de yema
de huevo y una parte del concentrado comercial. Este diluyente es el que se usa cominmente para diluir y
congelar semen de bovino con resultados exitosos (Villa, 1996).

Uno de los diluyentes que no contiene yema de huevo es el Andromed® (Minitube, Germany). Este es un
diluyente a base de lecitina de soya, libre de ingredientes de origen animal. Entre sus veniajas sobre el
Triladyl estan una tasa de no retorno de hasta 2.6% mayor (Aires ef al., 2003) y su mas facil preparacion, ya
que solamente debe agregarse agua bidestilada al concentrado comercial.

Por lo tanio, el objetivo del presente estudio fue evaluar la eficiencia del Andromed, en comparacion con ¢l
Triladyl, sobre la tasa de motilidad espermatica pos-descongelado de semen bovino, asi como determinar &l

mejor tiempo de equilibrio para ambos diluyentes, reflejado por la tasa de motilidad espermatica pos-
descongelado.

MATERIALES Y METODOS

Caracteristicas y manejo de los animales experimentales

Se utilizaron 18 toros pertenecientes a un rancho comercial ubicado en el municipio de Boca del Rio, Ver.
Los toros fueron de las razas Brahaman, Suizo Europeo, Simmental y Simbrah de al menos 14 meses de
edad y circunferencia escrotal minima de 31 cm. De cada foro se colectd un eyaculado para hacer un total
de 18 eyaculados. Cada eyaculado tuvo una motilidad espermatica en masa e individual de al menos 70%,
un total de células morfolégicamente normales minimo de 70% y una concentracion espermatica de al
menos 350 millones de células por mililitro, Durante el estudio los toros fueron mantenidos con el manejo

acostumbrado en el rancho para evitar situaciones de estrés que pudieran afectar las caracteristicas del
semen colectado; tampoco se realizaron cambios en su alimentacion.

Recoleccién y evaluacion del semen

El semen se recolectd mediante la técnica de electroeyaculacion. Una vez colectado el semen se determing
el volumen por observacion directa en el tubo de coleccién. La concentracion de células espermaticas se
evaluo usando un hemocitdmetro, diluyendo las muestras 1:200 en solucion tampon-formol saling, y llenando
las dos camaras del hemocitémetro, contando cinco cuadros grandes de cada cémara (80 cuadros
pequefios) empleando un microscopio de contraste de fases (40X); el total de células contadas se multiplict
por 10°000,00C para obtener el nimero de espermatozoides/m! de semen eyaculado (Sorensen, 1984;
Salisbury et al., 1982; Bearden, 1982). La motilidad espermatica se determiné de manera subjetiva dandole
un valor en porcentaje de 0% a 100%, observando en el microscopio de fases (10X y 40X) una gota de
semen colocada en un portaobjetos y cubierta con un cubreobjetos, precalentados a 37° C. La motilidad
espermatica se evalué inmediatamente después de recolectado el semen y después de descongelado. La
descongelacion del semen se hizo colocando la pajilla en bafio maria a 37° C por 25 a 30 s. La
determinacion de la motilidad pos-descongelado se hizo a los 0, 30, 60 y 90 min, manteniendo siempre la
pajilla con semen en bafio maria. La morfologia de los espermaiozoides se evalud usando e} microscopio de
contraste de fases; para esto, se contaron 100 células y de éstas se contd el nimero de las que presentarcn
anormalidades, expresando esta proporcion en porcentaje.

Procesamiento del semen .

Para determinar el nimero de espermatozoides viables en el eyaculado, se sigui6 la formula:
Espermatozoides viables = Volumen x Concentracion x % de motilidad x % de células normailes.

Para la determinacion del niimero de dosis potenciales de semen se consideré como concentracion minima

20 millones de espermatozoides/dosis, y con base en esto se determind el niimerc de dosis que se podrian
obtener de acuerdo con la siguiente formula:

Numero tolal de espermatozoides viables / NGmero de espermatozoides por dosis.
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La determinacién de la cantidad de diluyente necesario se hizo multiplicando el nimero de dosis potenciales

x el volumen de la pajilla, y restando a esta cantidad el volumen del eyaculado, obteniendo asi el volumen de
diluyente necesario.

Preparacién del diluyente

Los diluyentes usados en e presente estudio fueron Triladyl® y Andromed®. Los diluyentes se prepararon
siguiendo las indicaciones del fabricante. Para el Triladyl, la composicion final debig contener una parte del

concentrado de Triladyl, tres partes de agua bidestilada y una unidad de yema de huevo. Para la preparacion
del Andromed sdlo se utilizo agua bidestilada,

Dilucién del semen

Recién colectado el semen, se hizo una pre-dilucién 2:1 (diluyente:semen) directamente en &l recipiente de

recoleccion y se transfirio a un matraz. Ya en el laboratorio, se agrego el diluyente necesario para completar
el volumen obtenido segun la férmula antes descrita. -

Empajillado del semen

Una vez pasado el tiempo de equilibrio del semen (dependiendo del tratamiento ya 4°

C), se envaso el
semen diluido en las pajillas. Este proceso se realizé en una camara fria a 5° C

Congelacién del semen

El proceso de congelacién se realizé en la camara fria. Se vertio nitrégeno liquido (NL) en un termo de unicel
de manera tal que el nivel superior quedara a 4 cm por debajo del nivel superior de Ia canastilla de
congelacion, con el fin de que las pajilias no tocaran directamente ef NL, sino que fueran congeladas con sus
vapores. Se colocé la gradilla de distribucién y sobre ésta la canastilla y se distribuyeron uniformemente las
pajilias. Esto se llevé al termo de unicel con NL, el cual se tapé y se dejaron las pajillas (7 a 10 min para
Andromed y 15 a 20 min para Triladyl, segin recomendaciones del fabricante) para ser congeladas por los
vapores de NL. Pasado este tiempo, las pajillas fueron colocadas en los gobelets y éstos en los bastones,
que fueron introducidos en el termo criogénico con NL para almacenar las pajillas hasta su uso.

Tratamientos

Los tratamientos fueron los siguientes: 1) Triladyl en equilibrio por 2 a 3 h; 2) Andromed en equilibrio por 2 a
3 h; 3) Triladyi en equilibrio por 4 a 5 h; 4) Andromed en equilibrio por 4 a 5 h; 5) Triladyl en equilibrio por 8 2
9 h; y 8) Andromed en equilibrio por 8 a 8 h. Todos los tratamientos se hicieron a cada eyaculado, es decir,
cada eyaculado se congel6 de seis maneras diferentes.

Andlisis estadistico

Se empled un disefio factorial 2 x 3, siendo el primer factor el diluyente y el segundo factor el tiempo de
equilibrio. Los datos se analizaron mediante andlisis de varianza.

RESULTADOCS

Se encontrd diferencia estadistica entre los tres diferentes tiempos de equilibrio bara ambos diluyentes,
obteniéndose el mayor porcentaje de motilidad pos-descongelado para el tiempo de equilibrio de 8 3 9 h y el
menor para el de 2 a 3 h (P<0.05). El porcentaje de motilidad pos-descongelado fue de 34.3% para ef tiempo
de equilibrio de 8a 9 h (P<0.05), 29.4% para4 a 5 h Yy18% para2a3h (P<0.05) (Figura 1).
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congelacion sobre la movilidad pos-descongelado de semen
bovino.

En cuanto al diluyente, el semen diluido con Triladyl mostr6 30.8% de motilidad pos-descongelado,

comparado con el diluido con Andromed que mostré 23.8% de motilidad pos-descongelado (P<0.05) (Figura
2).
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Figura 2. Efecto del diluyente sobre la motilidad pos-descongelado de semen bovino.

Al analizar la interaccién entre el diluyente y el tiempo de equilibrio, se observé que el diluyente que permitio
un mayor porcentaje de motilidad pos-descongelado fue el Triladyl con un tiempo de equilibrio de 8 a 9 h
(P<0.05), en comparacion con el Andromed en ese mismo tiempo, o con Trilady! 0 Andromed en los ofros
tiempos de equilibrio. La motilidad pos-descongelado usando Trilady! fue de 40.7% para un tiempo de
equilibrio de 8 a 9 h (P<0.05), 32% para4 a 5 h y 20% para 2 a 3 h (P<0.05), mientras que para el Andromed

la motilidad pos-descongelado fue de 28% alas 8a9h,26% alas4a5h (P>0.05)y 16.7% para2a 3 h
(P<0.05) (Figura 3).
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Figura 3. Efecto de Ia interaccién tiempo de equilibrio - diluyente
sobre la motilidad pos-descongelado de semen bovino.

observé en el semen evaluado inmediatamente despuss de ser descongelado, y el menor porcentaje de
motilidad fue para el semen evaluado a los 90 min pos-descongelado (P<0.05). Se encontré diferencia entre
todos los tiempos de evaluacion (P<0.05). El semen evaluado alos 0 min tuvo una motilidad de 32.8%, a los
30 min fue de 29.3%, a los 60 min fue de 25.6% y a los 90 min fue de 21.8% (Figura 4.
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Figura 4. Efecto del tiempo transcurrido desde ia descongelacion hasta Ia

evaluacion del semen sobre ol porcentaje de motilidad pos-descongelado
de semen bovino.
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DISCUSION

producen una tasa de no retorno en vacas inseminadas ligeramente ma
a base de soya (van Wagtendonk-de Leeuw et al., 2000; Thun et al., 2002).
De acuerdo con el presente estudio, el tiempo de equilibrio antes de Ia

tasa de motilidad pos-descongelado para ambos diluyentes fue el de
(1996), y contrario a las indicacion
minimo 2 h.

Por ofro lado, los eyaculados congelados diluidos con Andromed permiten una mejor visibilidad en el

facil preparacién de este diluyente, el no poseer ingredientes de origen
animal, que pueden representar un riesgo de contaminacion bacteriana, asi como el no necesitar de material
como el papel filtro v huevos de gallina, representan ventajas de éste sobre el Triladyl. Sin embargo, el
Andromed tiene un precio mas elevado que el Triladyl y, como se demostrd en este estudio, resulté en una
menor motilidad espermatica pos-descongelado en semen de bovino que el Triladyl.

CONCLUSIONES

8 a 9 h, similar al reporte de Villa
es del fabricante del Andromed que recomienda un tiempo de equilibrio de

equilibrio de 8 a 9 h. Sin embargo, el Andromed

semen de bovino en el trépico, aunque con menor tasa de motilidad pos-descongelado que si se usa el
Triladyl.
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