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RESUMEN.

Esta investigacion se llevé a cabo en la provincia de Manabi, por lo que fue objeto de
estudios el semen del toro criollo manabita en la cual se hizo una revision bibliogréafica en la que
se habla de donde desciendo el toro criollo manabita y donde se origind. Esta investigacion tiene
un analisis descriptivo para ello se obtuvo pajuelas criopreservadas de esta especie para asi tener
una base de la especie que por afios se ha venido perdiendo y mezclando con otros genes. Para ello
se ha determinado la morfometria espermatica para saber que conllevan tener criopreservado el
semen del toro como es las variables de motilidad, vitalidad, morfologia y anormalidades que
tienen las 10 pajuelas estudiadas, separando en 5 muestras dos pajuelas en cada muestra en el
laboratorio de Bossgen que esta ubicado en la provincia de Machachi y ahi se pudo evidencia por
medio del método CASA que la motilidad tiene un movimiento singular o esporadico y ninguna
actividad de masa con un 15% siendo una motilidad regular, asi mismo se pudo evidenciar por el
método de tincidn vital, cuando la membrana plasmaética tiene una ruptura se muestra de color rojo
los espermatozoides muertos, teniendo un 10% de promedio de ellos y para la morfologia y
anormalidades espermatica separamos en dos grupos las 10 pajuelas, se evidencio por el método
de tincién con un promedio de 2.5% en cabeza, 5% de pieza media y 6% en la cola por lo que

vienen siendo anormalidades primarias menores que son cuando se presentan en los testiculos.

Palabras clave: acrosoma; membrana de doble capa ubicado en la capa apical de la cabeza
espermatica, anormalidades; caracteristica descriptiva de forma subjetiva. Eumetrico: término

utilizado para definir en las distintas especies un volumen medio
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ABSTRACT.

This investigation was carried out in the province of Manabi, for which the semen of the
Manabi Creole bull was studied, in which a bibliographical review was made in which it is
discussed where the Manabi Creole bull descended and where it originated. In this research, it has
a descriptive analysis in knowing how good it is to cryopreserve the straws of this species in order
to have a species base that for years has been lost and mixed with other genes. For this, sperm
morphometry has been determined to investigate the causes and effects of having the bull's semen
cryopreserved, such as motility, vitality, morphology and anomalies that the 10 straws studied
have, in this we can separate them into 5 samples, two straws in each sample by taking them to the
Bossgen laboratory which is located in the province of Machachi and there it was possible to
demonstrate through the CASA method that the motility has a singular or sporadic movement and
no mass activity with 15% being a regular motility, likewise could be evidenced by the vital
staining method, when the plasma membrane has a rupture, the dead spermatozoa are shown in
red, having an average of 10% of them and for sperm morphology and abnormalities we separated
the 10 straws into two groups, it was evidenced by the staining method they have an average of
2.5% in the head, 5% in the middle piece and 6% in the tail, so they are the norm minor primary

cities that are when they occur in the testicles.

Keywords: acrosome; double-layer membrane located in the apical layer of the sperm head,

abnormalities; descriptive characteristic subjectively.
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INTRODUCCION.

Los toros criollos, es una especie por la cual tienen algunas caracteristicas buenas como
por ejemplo: un flujo materno, excepcional rusticidad y una alta capacidad de aprovechamiento
cuando hay escases y variedad de vegetacion natural por la cual requiere una menor exigencia a
las técnicas de manejo en crianzas. (Aguirre, 2012), Sefiala que el bovino criollo es valioso por su
rusticidad, por lo cual se puede utilizar como un animal de triple propdésito: Carne, Leche y trabajo.
Dependiendo de las perspectiva y condiciones adversas de crianza se puede criar en pastizales
secos y bajo en minerales ya que sus indices de producir de adaptan y son aceptables, por lo cual

es por ellos el estudio de mantener el desarrollo ganadero en el pais.

La expansién de razas mejoradas a lo largo del desarrollo de todo el pais y la expansion de
las razas nativas criollas, es gracias al incremento de la poblacidn y su expansion hacia ciudades
con la finalidad de ir mejorando genéticamente y a la vez ir conservando su valoracion a la
adaptacion para la intensificacion de los sistemas de produccidn. (Cevallos Falquez, 2016), sefialan
que con la implementacion de herramientas mejoradas de gen estas vienen siendo un papel
importante para las estrategias que permiten ir mejorando las especies deseadas y maximizar su

éxito.

La presente investigacion esta enfocada al estudio de la morfometria espermatica del toro
criollo manabita, por lo tanto, se quiere conocer por este estudio la motilidad, vitalidad,
anormalidades y morfologia en su semen que pueda impedir el buen desarrollo del ovocito

fecundado.



Dicho esto, segun (Taipe Taipe, 2015), sefiala que el bovino criollo, es una especie que esta
al borde de la extincidn, esto se debe a que han entrado de otras especies de localizacion europea,
cuya expectativa fue incrementando la produccion de leche e ingresos econémicos. También por
la cual causa la perdida de esta especie que son: a) la exigencia del mercado, b) los cruzamientos
de otras razas, c) la destruccién del habitad, d) desastres naturales, e) politicas que exigen cambio,
pero no mantienen a largo plazo, f) globalizacion que desconocen los mercados internacionales

con el beneficio que promueven.

Por lo tanto, no se conocen los beneficios de produccion y es méas los de produccion y en
este Ultimo lleva un papel importante y menciona este estudio de la eficiencia reproductiva que se

mide con la produccién y calidad espermatica. (Taipe Taipe, 2015).

El manejo y fertilidad de los toros son de vital importancia para los ganaderos, por su
posible responsabilidad en los rebafios. Debido a esto los métodos modernos, al mismo tiempo
dejaron de implementarlos y la produccién aumentd, y esto hizo que los productores por
desconocimiento abandonaran la explotacion de estas dichas razas criollas y fueron
relaciondndolas con otras razas de alta produccion que ocasion6 una pérdida de bovino criollo y

variabilidad de genes con otras razas.



Desde hace mucho(Katz, 1981), sefiala que han dedicado arduo trabajo y muchos recursos

para intentar eliminar subjetividad inherente a la evaluacion microscopica en la calidad del semen.

Es por ello que esas investigaciones han ido desarrollando en los sistemas computarizados
(CASA) para el cual el andlisis de esperma, permitiendo el estudio de multiples caracteristicas
funcionales y morfoldgicas de los espermatozoides, intentando predecir la capacidad fecundante
del semen de la forma mé&s objetiva posible y es por eso los siguientes objetivos de dicha

investigacion

Objetivo general.

Determinar la morfometria espermatica del toro criollo Manabita.

Objetivos especificos.

e Analizar y comparar la motilidad espermética del toro criollo Manabita.
e Analizar y comparar la vitalidad espermatica del toro criollo Manabita.
e Observar la morfologia y determinar las anormalidades espermaéticas del toro criollo

Manabita.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO.
1.1. Antecedentes del toro criollo manabita.
El toro criollo desciende directamente de los animales que llegaron a la isla que
actualmente conforman Republica Dominicana y Haiti en 1.493 con motivo del segundo viaje
de Colon, extendiéndose posteriormente por todo el continente americano. (Orly Cevallos-

Falquezl, 2016).

El Ganado Vacuno viene descendiendo de los espafioles en la época de la conquista.
Llegaron a Ecuador en el afio 1532, la primera, a partir de animales provenientes de las Antillas
que se extendieron por Venezuela, Colombia, Ecuador y Per(, asentandose finalmente en las

regiones de sierra en Ecuador (Catena, 2015).

1.2. Bases Teoricas.

Existen en el pais zonas que varian con alturas de 1500 a 3000 msnm, por la cual la
produccion forrajera es escasa y la mezcla por pastos naturales. Los animales de razas criollas que
viven en estas zonas se han adaptado, gracias al mal manejo que le brindan es lo que afecta su
calidad productiva y reproductiva. Por lo tanto, las cualidades de estas razas son; su buen instinto

materno, rusticidad y una buena capacidad que aprovechan la escases de alimento que existen en



diferentes zonas, por lo que hace que requiera un manejo menos técnico y crianza. (Mejia

Gutiérrez, 2014)

1.3. Caracteristica del ganado criollo.

Son animales de naturaleza manso, pequefio, largo, que tiene bajo peso por el ambiente en
que habita, por sus medidas e indices. Esta raza en la zona de Manabi también se utiliza para triple
proposito; leche, carne y como animal de trabajo, también es de recalcar una alta productividad de
capacidad genética y eficiencia al producir, ademas es destacada por sus bajas tasas de dificultad
al parto y alta viabilidad, excelentes en su habitad materna y produccion de leche en condiciones

de pasto sin suplementos. (2016).

El ganado criollo es el resultado durante afios del proceso selectivo de razas soportado
durante cinco siglos por la descendencia del ganado llegado a América procedente de la peninsula
Ibérica, Bajo la presion en la mezcla natural, originando genes que se caracterizan por su
adaptacion y calidad bioldgica de estos animales en la zona. (Perezgrovas, R., Vazquez, D.,

Rodriguez, G., Y Galdamez, D, 2011).

1.4. Caracteristicas del ganado criollo Manabita.

El ganado criollo manabita lleva un perfil fronto-nasal rectilineo, eumétrico, generalmente

de capa en sus distintos matices, como se encuentran en criollos negros, blancos, bayos y
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jaspeados, tienen el pelaje corto, liso, mucosas y pezufias pigmentadas, los cuernos nacen por
delante de la linea de la nuca, orejas medianas en posicion horizontal, pliegues de la papada

continua o discontinua, con ausencia de giba y de pliegue umbilical. (Cevallos Falquez. O., 2016)

Asi mismo (Cevallos Falquez, 2016) , Sefiala que las caracteristicas fanerdpticas en el
ganado criollo manabita encontraron la predominancia de cuernos tipo proceros, tiene una
presencia de animales con cuernos de tipo lira y en menor cuantia de tipo espiral. Después,
prevalecieron las capas monocolores, seguidas por capas bicolores y se pudo evidenciar la
existencia de capas de tipo tricolor. No obstante, predominé la coloracién base de la capa en rojo
en mas de 80% de los casos, que continuo con los tipos de color castafio, bayo, berrendo en
colorado y colorado propiamente dicho, mientras que las capas con color base en blanco, en negro
y en jaspeado fueron escasos. También presentaron pigmentacion intensa en mucosas y pezufias,

siendo una minoria de animales en los que se Observé escasa o nula pigmentacion.

También la existencia de pelo corto y fino en la totalidad de los animales analizados, asi
como también ausencia de morrillo o giba y de pliegue umbilical en todos los ejemplares
analizados, lo que confirmé la escasa influencia de genotipos cebuinos en esta fue de tipo
discontinuo, a semejanza de la mayor parte de las razas autdctonas ibéricas adaptadas a climas
calidos, y pocas de tipo continuo, como tipologia mas propia del ganado criollo cebuino. Por
ualtimo, la borla de la cola fue generalmente de tipo mediano, en menor medida de tipo pequefio y

minotoriamente de tipo grande. (Cevallos Falquez, 2016).
6



1.5. Caracteristicas fenotipicas del toro criollo.

El toro tiene una conformacion mas carnicera y es de mayor tamarfio, oscilando su peso
entre 600 y 800 kg, lo que confirma la existencia de un claro dimorfismo sexual. EI macho
reproductor, en el ganado bovino, tiene un papel fundamental, dependiendo particularmente del
método que se utilice puede también servir a varias hembras y mucho mas si se utilizan las técnicas

de biotecnologia. (De Alba, 2011)

1.5.1. Jaspeado Manabita.

Hay Bovinos que se encuentran con manchas blancas en el vientre y extremidades obscuras
y llegan hasta encima de los corvejones y rodillas, con cabeza y mucosa obscuras, hocico, morro,
orejas, cascos, borla de cola y también en el extremo del escroto pigmentado o negro, la lengua y

los cuernos pueden ser pigmentados.

La cabeza bien proporcionada, primigenia de tamafio mediano y fina, con cuernos largos
en forma de lira, media luna o corona, que pueden o no ser pigmentados. Perfil recto, cara magra
y expresiva frente ancha y recta, 0jos vivos con arrugas alrededor de las orbitas, morro puede o no

ser pigmentado, cuello fuerte y de longitud mediana que le da apariencia delgada.



1.6. Produccion y calidad seminal.

1.6.1. Elsemen.

Es un liquido viscoso y blanquecino donde se encuentran los espermatozoides y son
reputados como la células mas especializada de todas, la particularidad de tener una cabeza la cual
contiene la informacion gendmica, una pieza media con mitocondrias que da movilidad al flagelo,
son propiedad que dan una variedad morfoldgica entre las especies, no todos los espermatozoides
son iguales ya que no todos tienen el mismo proceso de capacitacion y reaccion acrosomal al
mismo tiempo dentro del aparato reproductor de la hembra. Por ello es importante conocer los
procesos que sufren los espermatozoides desde su produccion hasta los cambios bioquimicos que

desencadenan la interaccion con el ovocito para dar lugar a la fertilizacion. (Rodriguez, 2014)

1.6.2. Donde se produce el semen.

Los testiculos producen espermatozoides y liberan a la sangre hormonas sexuales
masculinas (testosterona). Un sistema de conductores que incluyen el epididimo y los conductores
deferentes guardan los espermatozoides y los conducen al exterior a través del pene. El semen esta
compuesto por los espermatozoides producidos por el testiculo y diversas secreciones de las

glandulas sexuales accesorias que son la prostata y la glandula bulbo uretrales. (Roman, 2014)

1.7. Calidad espermética.
Se define a una buena calidad de espermatozoide a la buena capacidad que tienen al

desplazarse desde el sitio de su posicion del semen hasta el sitio de la fertilizacion, para penetrar
8



en un ovocito y activarlo para desarrollar un embrion. Se puede definir en términos de motilidad,
morfologia, integridad de la membrana plasmaética, actividad metabdlica y capacidad de reaccion

del acrosoma, entre otros. (Mocé, 2008)

La calidad del semen, se refiere a la capacidad fecundante aceptable bioldgica y
productivamente. Por ellos, uno de los objetivos prioritarios de la inseminacion artificial ha sido
la prediccién de la capacidad fecundante del semen comercializado. Es asi, que a lo largo del
tiempo ha venido sucediendo un desarrollo con diferentes métodos de diagndsticos para predecir

esta capacidad del semen.

Para ello se ha recurrido como medidas de la motilidad, del volumen, de la concentracion
y de la morfologia esperméatica como medidas bésicas de la posible actitud fecundante de un
eyaculado. Pero a estas metodologias simples se han agregado otras més complejas y en principio
con mayor capacidad de prediccion hasta la mas actuales como la contratacion de semen bovino
congelado mediante sistemas de analisis computarizado, citometria de flujo y test de funcionalidad

espermatica basada en la fecundacion in vitro. (Muifioz Otero, 2008)

1.7.1. Preparacion a la pre-electroeyaculador.
Antes de utilizar el electroeyaculador se debe tener preparado el animal, se debe cortar el
vello del prepucio, limpiar la zona del pene, del recto y estimular mediante masaje transrectal y

posteriormente introducir la sonda por el recto. (Arieta R. F., 2014). Es necesario disponer de una
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manga de manejo o de un mueco de contencion lo suficiente resistente y seguro para movilizar al
animal y de ser necesario con un suelo estriado o antideslizante para evitar caidas durante la

estimulacién. (De la Fuente, 1994)

El electro eyaculador no es mas que un electrodo conectado a una bateria que genera
estimulaciones ritmicas provocadas por estimulos eléctricos con una carga no mayor a 20 voltios
y entre 0 y 1000 miliamperios. (Lopez, 2014). Al momento del manejo del electroeyaculador se
debe colocar el electrodo sobre unas ampollas de Henle y las glandulas vesiculares. Es importante
que el electrodo se ajuste contra el ano y moverlo hacia adelante y atras, de esta manera se aplica
el estimulo eléctrico sobre los centros nerviosos que producen la ereccion y la eyaculacion.

(Barrios, 2002).

Al inicio la intensidad de los estimulos accionados debe ser minima y se deben ir
incrementando paulatinamente hasta que se produzca la eyaculacién, por lo tanto, cada estimulo
debe durar al menos de un segundo y se deben aplicar entre 5 y 10 estimulos por cada grado de

intensidad. (Morillos, 2012).

Por lo tanto, dicho esto, es importante considerar el intervalo de recoleccion seminal,
debido a que, una baja frecuencia puede afectar la motilidad y vitalidad espermatica, en cambio,
una alta frecuencia puede afectar la concentracion y madurez. Estudios en la raza Holstein sugieren

una frecuencia de recolecta de dos veces por semana. (Morillos, 2012).
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1.7.2. Valoracion de la calidad espermatica.

Por lo general la calidad espermatica se emplea, como prediccion para evaluar la calidad
de los espermatozoides y de la fertilidad del macho y aunque el mejor sistema para determinarlo
seria estimar el porcentaje de gestacion que se obtiene tras inseminar un determinado nimero de
hembras, normalmente se recurre a la evaluacion en condiciones de laboratorio de una serie de

parametros relacionados con la fertilidad. (Mejia Gutiérrez, 2014)

El éxito del diagnostico del semen en toros, se debe obtener el maximo de informacién de
muchas muestras de eyaculacion. Por lo tanto, estos estudios se vienen desarrollando a partir de
una serie de parametros macro y microscopicos que se integran en una prueba de valoracion. Pero
estas correlaciones no son definitivas, se brindan informacion valida acerca de la calidad seminal,
debido a que una muestra de buena calidad no siempre es fértil, una de baja calidad rara vez lo
sera. Los parametros cominmente usados para conocer la calidad seminal de un eyaculador son:
color, volumen, concentracion, motilidad masal, motilidad progresiva, viabilidad y morfologia,

porcentaje de espermatozoides normales y anormales. (Mejia Gutiérrez, 2014)

1.8. Métodos para evaluar la calidad espermatica.
1.8.1. Evaluacion Microscopica.
Computer Assited Semen Analysis (CASA).
El sistema CASA es un método que disminuye la subjetividad y el error asociado a los

analisis convencionales de semen. Con los modulos que conforman el equipo CASA, se puede
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valorar la calidad del movimiento de los espermatozoides, la morfometria, integridad de las

membranas, fragmentacion del ADN vy la fluorescencia. (Valverde, 2018)

El sistema esta constituido por un microscopio de fases, por el cual lleva una cdmara de
video conectada, a su vez ambos estdn conectados a una computadora, con lo que se pueden
digitalizar las imagenes del tamafio y de los movimientos espermaticos. Las iméagenes digitalizadas
permiten analizar la velocidad de las células, el movimiento rectilineo, circular o lateral.

(Brogliatti, 2016).

1.8.2. Motilidad espermética.

La motilidad espermatica es uno de los parametros a conocer tanto la calidad seminal como
la correlacion con la fertilidad. Hasta nuestros dias, la motilidad se ha venido desarrollando de
forma subjetiva mediante la observacién al microscopio de los porcentajes de células moviles.
(Arrollo, 2015). Para que ocurra la fecundacién, los espermatozoides debe tener motilidad
progresiva, este pardmetro es el mas utilizado para valorar la calidad de un eyaculado o de una

dosis seminal. (Mohamed, 2009)

Hoy en dia sefiala (Analisis del semen bovino, 2015)que la aparicion de los sistemas
informatizados de digitalizacion de imagenes abre un nuevo campo en el estudio de motilidad

espermatozoides. Estos sistemas, denominados genéricamente CASA (Computer Assisted
12



Molitility Analysis), han automatizado y simplificado el proceso. El analisis computarizado que
se utiliza en la motilidad fue propuesto la primera vez hace 25 afios y es utilizado actualmente en

centro de investigacion en andrologia y centros de reproduccion asistida.

El anélisis CASA establece, de una manera efectiva, medidas cuantitativas del movimiento
individual, progresivo, local e inmotilidad de los espermatozoides. Con este tipo de anélisis se
espera obtener medidas correctas de la motilidad espermatica que proporcionen informacién

exacta acerca del estado funcional del axonema y de las membranas espermaticas

Por otro lado, los sistemas automaticos de medicion de imagenes se basan en la captura
sucesiva de espermatozoides en movimiento proveniente de un microscopio. Estas imégenes se
digitalizan identificando las células espermaticas estableciendo de trayectorias definidas. Las
trayectorias se procesan matematicamente, obteniendo asi resultados numéricos precisos. Los
parametros determinados para cada espermatozoide tienen la velocidad de movimiento por encima
de la base de varios descriptores, las trayectorias que realizan en la cabeza del espermatozoide y

la frecuencia de los cambios de direccion que efectta. (Analisis del semen bovino, 2015).

1.8.3. Motilidad Masal.
Se observa a partir de muestras de eyaculaciones densas y los espermatozoides deben

presentar movimientos en onda. (Moncayo, 2016). Este depende de la concentracion; porcentaje
13



de células con movimientos progresivos y velocidad de movimiento de espermatozoides.

(Mohamed, 2009). Para evaluar se usa una escala de 1 a 5, evaluando como 1 al semen que no

presenta ondas y 5 cuando las ondas se mueven rapidamente formando remolinos.

Figura 1. Escala para evaluar motilidad masal del eyaculado.

Grado Movimiento en ondas Valor
descriptivo.
+++ 5/5y Corrientes turbulentas o Muy
4/5 vertiginosas que se mueven muy Buena
rapidamente
++ 3/5 Ondas Lentas Buena
+ 1/5y Movimiento singulares o Regular
2/5 esporadicos y ninguna actividad de masa
- 0 Necrospermia o inmovilidad total Mala

Nota: Tomado de Evaluacion del semen Ax y otros (2000, pag 281)

1.8.4. Movilidad Individual.

Esta muestra se puede expresar como un porcentaje de células méviles bajo un campo

microscopico. Debido a que el semen bovino es muy concentrado, no se puede realizar este analisis

con semen fresco, por lo tanto, se lo debe diluir, colocar una gota sobre un portaobjeto con una

temperatura de 37°C y observando al microscopio en una lente de 100x. (Mohamed, 2009).
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Considerando también que en una escala de 0 a 100% el >70% son excelente, entre 50 a 70%

buenas, 30 a 50% regulares y <30%malas.

Segun (Rutter, 2006) sefiala que se trata de evaluar el porcentaje de espermatozoides a
través de:
-Movimiento progresivo rectilineo.
-Movimiento en el lugar (circular, ondulatorio, entre otro).

-Espermatozoides inmdviles (muertos o en estado de anabiosis).

1.9. Vitalidad.

El procedimiento més habitualmente utilizado para la valoracion de la vitalidad son las
técnicas de tincion vital de la que permiten diferencias los espermatozoides vivos de los muertos
debido a la permeabilidad de la membrana plasmatica a los colorantes vitales; por lo tanto, aquellas
células que presentan una membrana plasmatica funcional no permiten el paso del colorante,

mientras que si esta alterada el colorante penetrara en el interior de la célula. (Valverde, 2018).

Por otra parte, sefiala que la rotura de la membrana plasmatica esta claramente asociada
con la perdida de viabilidad celular, pero una membrana plasmatica intacta no siempre indica que
la célula sea viable. El procesado del semen, incluida su criopreservacion, es estresante para el

espermatozoide y afecta, primeramente, a sus membranas. Los dafios que pueden producirse en
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éstas pueden ser modificados en su organizacion, permeabilidad y composicion lipidica. Las
membranas espermaticas que suelen verse dafiadas por las criopreservacion incluyen la membrana
plasmaética, la membrana externa del acrosomal y las membranas mitocondriales. (Analisis del

semen bovino, 2015)

También podemos ver que, en cualquier caso, el método de criopreservar, cuyo proposito
es garantizar la supervivencia del semen, causa dafios irreparables en la membrana plasmatica, lo
que conlleva la muerte de un gran nimero de espermatozoides o, en los supervivientes, cambios
similares a los observados durante la capacitacién espermatica, que provoca un acortamiento de

su periodo de vida util. (Andlisis del semen bovino, 2015)

1.10. Morfologia.

El anlisis morfoldgico de los espermatozoides es uno de los principales componentes de
la evaluacion de las caracteristicas de una muestra seminal. La valoracion de la morfologia del
espermatozoide se basa en la relacion directa que haya entra la proporcion de espermatozoides
anormales en el eyaculado, el tipo de defecto morfoldgico y su relacion con la fertilidad in vivo de

los toros. (Andlisis del semen bovino, 2015)

El estudio de la forma del espermatozoide que permite determinar las posibilidades de

fertilizacion de la célula. Aquellos eyaculados con una gran cantidad de célular anormales tendran
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menos posibilidades de ser fértiles. (Gualancafiay, 2012). Los espermatozoides del toro, miden de

longitud entre 68 y 74 micras, y estan constituidos por cabeza, cuello, pieza intermedia y cola.

Este andlisis de morfologia espermatica se puede utilizar para eliminar toros con pobre
calidad seminal y refleja la funcionalidad de los testiculos, epididimos y glandulas accesorias, por

lo que siempre deben estar incluidas en las pruebas de evaluacion espermatica. (2015).
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Figura 2: Anatomia del espermatozoide.
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1.11. Morfologia y anormalidades.

El anélisis morfoldgico de los espermatozoides es una prueba de control de calidad que,
refleja el estado fisioldgico de la funcionalidad de los testiculos, epididimo y glandulas accesorias
de los reproductores. Las morfo anomalias se producen por una espermatogénesis defectuosa, por
herencia, enfermedades, estrés por calor o frio, exposiciones a condiciones ambientales adversas,
reposo sexual prolongado (>60 dias) o por el uso de técnicas inadecuadas en la manipulacién del

semen. (Valverde, 2018)

Para poder valorar la morfologia espermaética se toma mediante el método de tincion o
muestra fijada, que se puede ver bajo microscopio de contraste de fases a 100x aumento. Cuando
se ve que el porcentaje es elevado de anomalias especificas y que no sufre cambios en valoracion
seriadas, se debe pasar en un problema genético. La clasificacion més clasica para morfoanomalias
del espermatozoide es de acuerdo a su origen. (De Alba Romero, 2014); (Barth, 1989) y (Bloom,
1977)

e Primarias: se originan dentro del testiculo durante la espermatogénesis. Dependiendo de si
se originan en el testiculo (anomalias menores)

e Secundarias: se originan a nivel epididimario, una vez terminada la formacién del
espermatozoide. A lo largo del transito epididimal o tras la eyaculacion (anomalias

mayores)
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También (Gomez, 2015) menciona que la clasificacion mas utilizada en las bibliografias,
pero no por ello las mas exactas. Las malformaciones primarias por definicion, con aquellas que
se originan dentro del testiculo durante la espermatogénesis y malformaciones secundarias son
aquellas que se originan dentro del epididimo; por lo tanto, cabe recalcar que por definicion se

detecta el origen y no la severidad del defecto.

Por otra parte (Barth, 1989) , sefiala que se ha de tener muy presente con las muestras de
semen cuando su porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales es inferior a 70% y

se han de destacar para la congelacién para su desarrollo.

1.11.1. Anomalias que afectan a la calidad seminal.

Unos de los factores que afecta a la calidad del semen son de origen infeccioso o no
infeccioso. El adecuado conocimiento de estos factores permitira trazar estrategias adecuadas, ya
sean tratar al animal o descartarlo como reproductor. Dentro de los factores del tipo infeccioso se
puede mencionar a la virosis. Estos virus se localizan a nivel testicular y encuentra en la barrera
hemato-testicular un adecuado mecanismo para evitar los dispositivos de defensa y los posibles
tratamientos que se llevan a cabo para atacarlos, 1o que conlleva que el testiculo se convierte en un

adecuado reservorio para los virus entre otros agentes infecciosos. (Arrollo, 2015)
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Dentro de esta gama de enfermedades virales se puede encontrar al herpes virus bovino
(BHV-1) causante de la Rinotraqueitis bovina infecciosa (IBR); El virus de la diarrea viral bovina
(BVDV), que puede ser transmitido en el semen en alta concentracion pero no se ha asociado con
alteracion en la morfologia espermaética; Otro virus que a la fecha es exdtico en Colombia, es el
orbivirus de la Lengua azul (BTV), el cual se elimina en el semen en alta concentracion y se asocia

con defectos de los espermatozoides del toro afectado. (Quispe Quispe, 2015)

(Muifios, 2005) Describe que, se han descrito diferentes clasificaciones de anormalidades

espermaética a distintos criterios por lo que pueden ser.

e Dependiendo del origen en el testiculo (anomalias mayores) o a lo largo de transito
epididimo o tras la eyaculacion (anomalias menores).

e Si estan asociadas a la infertilidad o no (primarias o secundarias, respectivamente)

e De laregidn espermatica implicada (anomalias de la cabeza, de la pieza intermedia o de la

pieza principal).
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CAPITULO 11

. MATERIALES Y METODOS.
2.1. Materiales Quimicos
e Eosina-nigrosina

Fructosa

Agua destilada

Nitrégeno Liquido

2.2. Materiales Fisicos

e TermoOmetro

e Papel secante

e Papel parafilm

e Bafio Maria

e Platinas térmicas

e Vasos de precipitacion

e Tubos Eppendorf

e Pipetas

e Puntas de pipetas
e Porta objeto

e Camara Leja

e (Céamara de Neubauer
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e Estufa

e Microscopio de contraste de fase

e Sistema de Analisis Seminal Asistido por Computadora- CASA
e Envasadora y selladora de pajuelas

e Vitrina de refrigeracion

e Tijeras

e Jeringas

e Guantes de manejo

e Guantes ginecologos

e Registro de Observacion

e Camara fotografica

2.3. Unidad de estudio
Como unidad estudio se utiliz6 el semen criopreservado durante 2 afios, de 10 toros criollos

proveniente de la zona de Manabi.

2.4. Localizacién del experimento.
La investigacion se realizé en la provincia de Manabi (Ecuador), la cual limita al norte con
la provincia de Esmeraldas, al sur con las provincias de Santa Elena y Guayas, al este con las
provincias de Santo Domingo de los Tsachilas, Los Rios y Guayas, y al oeste con el Océano

Pacifico, ubicado desde 0°25° LN hasta 1°57° LS, y 79°24” a 80°55 LO (Climate-data.org, 2018).
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2.5. Caracteristicas Agroecoldgicas.
Segun (Navarra, 2018) se distinguieron dos zonas agroecoldgicas en la localidad estudiada.
1) Bosque seco tropical (BST), con una altitud, temperatura y precipitacion promedio anual
de 300msnm, 25°C y 1500mm, respectivamente.
2) Bosque humedo tropical (BHT), con una altitud, temperatura y precipitacion promedio

anual de 600msnm, 25,5°C y 3000mm, respectivamente.

2.6. Fase de Laboratorio.

Se retird la pajuela del termo de nitrégeno liquido, que se encontraba a -196°C, y se
introdujo en bafio maria a una temperatura de 36,9°C por 90 segundos, una vez pasados los 90
segundos se colocaron 90 uL de la solucion + 10 uL de la muestra en un tubo de ensayo para hacer
la dilucion, luego se tomd una gota de 5 uL de la dilucién y se coloco sobre una cdmara Leja
debidamente atemperado (37°C), para su valoracion objetiva mediante la observacion a través de
un microscopio optico (20x * 0,50 ph), el cual estaba conectado a un computador que tenia

instalado el sistema CASA.

2.7. Marco Procedimental
Dicho estudio de trabajo se realizd en el canton EI Carmen donde se pudo obtener las 10
pajuelas poscriopreservado de semen criollo manabita, las cuales fueron trasladadas al laboratorio

de Bossgen ubicado en el canton Machachi, después se registrd las observaciones de los datos
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obtenidos, en la cual se procedi6 a la tabulacion de la informacién y descripcion de los resultados

y la comparacion de los datos obtenidos con los estudios que ya han sido investigados.

2.8. Nivel Empirico

Se pudo obtener los resultados del analisis en laboratorio y tomando en cuenta los
parametros de (Mohamed, 2009) y (Carlos Olegario Hidalgo Ordofiez. , 2015). Consecuente a
esto se coloco las pajuelas poscriopreservados de los toros criollo, se las traslado al laboratorio
que estd ubicado en el canton de Machachi se dejo un tiempo en descongelacion y se pudo

continuar con el analisis microscopio de la calidad espermatica del toro criollo Manabita.

Se retird la pajuela del termo de nitrégeno liquido, que se encontraba a -196°C, y se
introdujo en bafio maria a una temperatura de 36,9°C por 90 segundos, una vez pasados los 90
segundos esperamos el secado de las pajuelas, teniendo el resultado en tubos de eppendorf de 1,5

ml.

Para poder resolver este dato con ayuda de una micropipeta con puntas estériles, se emple6
25 uL de semen fresco encima de un portaobjeto temperado a 37°C sobre una plancha térmica y

sin cubreobjeto.
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En la especificacion de los espermatozoides vivos y muertos, se empled una gota de 10uL
de semen y una gota del mismo volumen del colorante eosina-nigrosina sobre un portaobjeto
temperado a 37°, se igualé la mezcla suavemente se aparto en reposo por aproximadamente 30

segundos.

Una vez pasado este tiempo, se realiz6 un frotis afiadiendo una gota de aceite de inmersién
para la observacion bajo el microscopio con un aumento de 100X.

Se evaluaron las 10 pajuelas tomando dos por muestras consecuente a esto se procedio a
contar el nimero de espermatozoides vivos y muertos.

Para el anélisis de morfologia y anormalidades separamos en dos grupos las 10 pajuelas
cada grupo constan de 5 pajuelas por el método de tincion observamos las caracteristicas que tiene

el espermatozoides y las anormalidades que mostraron.
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CAPITULO III

3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1. Motilidad.
Analizar objetivamente la motilidad espermatica pos criopreservado del toro criollo

manabita.

Tabla I. Datos obtenidos de motilidad espermatica.

Motilidad
Pajuelas Datos obtenidos Datos esperados
Muestra 1 20% 50%
Muestra 2 20% 50%
Muestra 3 15% 50%
Muestra 4 15% 50%
Muestra 5 10% 50%

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados obtenidos en motilidad no son estadisticamente significativos en relacion a
los resultados obtenidos al 95% de probabilidad. Por lo tanto, segin (Moncayo, 2016) describe
que para evaluar la motilidad se usa una escalade 1 a 5, evaluando como 1 al semen que no presenta
ondas y 5 cuando las ondas se mueven rapidamente formando remolinos. Por lo tanto comparando
con la figura 1 los resultados fueron movimientos singulares o esporadicos y ninguna actividad de

masa siendo unos espermatozoides regulares.
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3.2. Vitalidad
Los siguientes datos podemos analizar los datos obtenidos de la Vitalidad en su porcentaje

y dando a comprenden si con requeridos y comparando con lo esperado.

Tabla I1. Datos obtenidos de la Vitalidad en su porcentaje.

Vitalidad
Pajuelas Datos obtenidos Datos esperados
Muestra 1 15% 70%
Muestra 2 15% 70%
Muestra 3 10% 70%
Muestra 4 10% 70%
Muestra 5 5% 70%

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados obtenidos en vitalidad no llegan a lo esperado por lo tanto se puede
distinguir de los espermatozoides vivos de los muertos, como dice (Valverde, 2018) que la ruptura
de la membrana plasmatica hace visualizar de color verde los espermatozoides implementando
eosina-nigrosina entonces el porcentaje de espermatozoides vivos es muy bajo en todas las

muestras.
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3.3. Morfologia y Anormalidades.

Con respecto a las anormalidades morfoldgicas que pudieron identificar mediantes dos
grupos, cada grupo consta de cinco pajuelas cada una por la que se pudo identificar por el método

de tincion las anomalias de la cabeza%, pieza media% y la cola%, en el siguiente cuadro podemos

ver el porcentaje de cada una.

Tabla I11. Grupo 1

Anormalidades Lesion
Morfoldgicas %

Cabeza 2% Primaria

Pieza media 1% Primaria

Cola 7% Primaria

Fuente: Elaboracion propia

En la siguiente tabla 2 podemos ver que la cabeza tiene un porcentaje de anormalidades en

2%, la Pieza media tiene 1% y la parte de la cola tiene una anormalidad de 7%
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Tabla IV. Grupo 2

Anormalidades Lesidn
Morfoldgicas %

Cabeza 3% Primaria

Pieza media 6% Primaria

Cola 1% Primaria

Fuente: Elaboracion propia

En la siguiente tabla 3 podemos ver que la cabeza tiene un porcentaje de anormalidades en

3%, la Pieza media tiene 6% Yy la parte de la cola tiene una anormalidad de 1%

Se puede comparar que segun con lo que dice (Barth, 1989), (Bloom, 1977) las lesiones
que tienen del grupo 1 como del grupo 2, estan dentro del rango establecido ya que Barth menciona
que cuando pasan del 70% es considerado un espermatozoide infértil por otro lado (Gomez, 2015)
menciona que la clasificacion mas utilizada en las bibliografias, pero no por ello las méas exactas,

ya que la anormalidades que presentan son primarias menores por lo que son lesiones que se

producen en el testiculo.
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4. CONCLUSIONES.
La motilidad del semen criopreservado de toro criollo manabita no alcanzé el rango que
debe tener un esperma de buena calidad siendo insuficiente para la reproduccién. Teniendo la

motilidad un promedio de 15%.

La vitalidad del semen criopreservado de toro criollo manabita no alcanz6 el rango que
debe tener un esperma de buena calidad siendo insuficiente para la reproduccién. Teniendo una

vitalidad promedio de 10%.

La Morfologia espermatica del semen criopreservado de toro criollo manabita cumple con
el rango que debe tener un esperma de buena calidad siendo suficiente para la reproduccion. Siendo
anormalidades primarias y sin pasar del rango y asi pueda fecundar sin tener algun tipo de

malformacion.
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5. RECOMENDACIONES.

Continuar con el estudio de los toros criollos con el fin de ampliar conocimiento cientifico.
Concientizar a los ganaderos sobre la conservacion y utilizacion del toro criollos en las
explotaciones.

Realizar mé&s estudios sobre la criopreservacion de semen del toro criollo manabita.
Evaluar factores que pueden interferir en el porcentaje de fertilidad.

Realizar futuras investigaciones con nuevos toros criollo para evaluar su calidad seminal.
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Anexo 1. Llenando del nitrégeno liquido.

Anexo 2. Compra de pajuelas
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Anexo 3. Laboratorio de Bossgen en Machachi.
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Anexo 4. Resultados de analisis del Laboratorio Bossgen.
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