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1. INTRODUCCION

Los bovinos localmente adaptados o comunmente llamados “criollos” son animales
originarios en el Continente Americano, descendientes de los animales que llegaron
en el siglo XV por los conquistadores espafioles. Estos individuos son de talla
mediana, con caracteristicas morfométricas similares a sus ancestros, entre ellas:
la presencia de cuernos largos dirigidos hacia arriba y enfrente, orejas pequeias y
horizontales, prepucio corto y mucosas sin pigmentar (Quiroz, 2007). Ademas,
tienen mas de 500 afios de memoria evolutiva, lo que les ha permitido desarrollarse
en diferentes entornos, y ha sido factor para adquirir ciertas caracteristicas de
rusticidad para mantenerse y reproducirse con insumos locales de las diferentes

regiones.

Sin embargo, estos bovinos criollos estan siendo sustituidos por razas comerciales,
ya que se infiere que son poco productivos, lo que ha provocado que estos animales
se establezcan principalmente en asentamientos indigenas o en zonas alejadas de
las grandes producciones, donde explotar a estos individuos es la opcion idonea
para realizar la ganaderia. A pesar de ello, el material genético poco a poco se va
erosionando con la incorporacion de las nuevas razas transfronterizas,
principalmente cebuinas o europeas especializadas, generando el incremento en
peligro de extincién de la proporcion de ganado localmente adaptado con un
aumento del 15 al 17% del 2005 a 2014 (FAO, 2010).

El desplazamiento de las razas bovinas localmente adaptadas o criollas se puede
atribuir al incremento poblacional y a la expansion de la mancha urbana hacia
territorios donde antes se establecian la agricultura y la ganaderia, lo que exige un
sistema de produccion més intensificado donde se necesita una producciéon mas
eficiente en menos tiempo y espacio geografico. Es por esta razbn que se
incorporaron sistemas de produccion con razas ‘mejoradas” para satisfacer las
demandas de la actualidad; no obstante, la caracteristica de este sistema es la
uniformidad de las razas y lineas utilizadas la cuales buscan mayor produccion a
dejando de lado de la diversidad; esto se debe a que, cuando se seleccionan

individuos para una produccion especializada, se descartan otras caracteristicas



como la capacidad de adaptarse a las diversas condiciones climaticas, la resistencia

a enfermedades o sobrevivir y producir Unicamente con los recursos locales.

Aunque los bovinos localmente adaptados presentan algunos aspectos de
produccion menos competitivos en relacibn con las razas comerciales, la
perspectiva puede ser diferente si se confrontan las condiciones en las que estos
se desarrollan, debido a que los primeros tienen la capacidad de sobrevivir y
producir en un sistema tradicional con un manejo sanitario a veces deficiente y en
condiciones hostiles, donde los pastos suelen ser de baja calidad y los terrenos
irregulares. Las razas especializadas no podrian sobrevivir en esas condiciones, ya
gue una produccion especializada demanda un manejo nutricional y sanitario

estricto, ademas de condiciones medio ambientales 6ptimas para su desarrollo.

Organizaciones como la FAO, han realizado esfuerzos para conservar el recurso
zoogenético local y han planteado estrategias de conservacion, las cuales pueden
ser a través del uso continuo de los individuos en sistemas de produccion, en los
cuales han evolucionado y se reproducen actualmente (in situ), o mediante
condiciones artificiales como la criopreservacion de gametos, embriones o células
somaticas que tienen la capacidad de reconstruir una poblacion animal en un futuro

determinado (ex situ).

Dentro de los métodos de conservacion ex situ se encuentra la criopreservacion de
semen, la cual consiste en la colecta, evaluacion, dilucion, congelacion vy
almacenamiento de espermatozoides en pequeias dosis, o que permite entre otras
cosas una mayor capacidad de servicio por eyaculado, almacenamiento prolongado
gue puede durar afios en las condiciones adecuadas y se presenta como una
herramienta mas econdémica comparada con el transporte y manutencién de
animales para un servicio natural. Ademas, con esta técnica se eliminan las
cuarentenas por introduccion de nuevos sementales, lo que aumenta la
bioseguridad de los hatos, todo esto, favoreciendo a la preservacion de las diversas

razas de bovinos a nivel mundial.

Aunqgue la criopreservacion de semen bovino es una excelente herramienta para la

conservacion, el eyaculado no siempre es de buena calidad, debido a que en
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algunas ocasiones la concentracion espermatica no es la ideal para incorporar
diluyentes para la criopreservacion; esto, aunado a la poca disponibilidad y el dificil
acceso a sementales localmente adaptados, dificulta en algunos casos la
conservacion del germoplasma. Por lo anterior, es imprescindible desarrollar
protocolos desarrollando una técnica especifica para este tipo de individuos, que
permita criopreservar el germoplasma por medio de los espermatozoides, todo esto,
con la finalidad de salvaguardar el recurso zoogenético local ademas de asegurar
fuentes de alimentos de origen animal manteniendo la riqueza tanto cultural como

ecoldgica.

En consideracion a los enunciados anteriores, se plantean las siguientes preguntas

de investigacion:
* ¢, Cual es la calidad del semen fresco de los bovinos localmente adaptados?

» ¢Cudl es el efecto del retiro del plasma seminal sobre la criopreservacion de

semen?

» ¢ Cual es la diferencia en la viabilidad espermética pos descongelado entre un
diluyente de origen vegetal y uno de origen animal?

» ¢ Qué diferencias existen con el uso de distintos tiempos de equilibrio sobre la
viabilidad de espermatozoides congelados-descongelados?

+ ¢Cual sera el efecto sobre la viabilidad espermética utilizando diferentes
protocolos con diferentes técnicas (con y sin plasma seminal), diluyentes y tiempos
de equilibrio?

1.1 Objetivo general

Evaluar diferentes protocolos de criopreservacion espermatica para la conservacion
ex situ de bovinos (Bos taurus) localmente adaptados en Huajuapan de Ledn,

Oaxaca.



1.2 Objetivos especificos

a)
b)

Evaluar la calidad de semen fresco de bovinos localmente adaptados
Contrastar el efecto del retiro de plasma seminal sobre la viabilidad

espermatica pos descongelado

c) Comparar el efecto de diluyentes de origen animal y vegetal sobre la
viabilidad espermética pos descongelado

d) Evaluar la criopreservacion de semen bovinos con diferentes tiempos de
equilibrio

e) Evaluar el efecto de diferentes protocolos de criopreservacion sobre la
viabilidad espermaética.

1.3 Hipétesis

a) La calidad seminal en fresco de bovinos criollos mixtecos es similar a la
reportada en diversos trabajos con la misma raza criolla

b) La criopreservacion sin plasma seminal tendra mejor eficiencia sobre la
viabilidad espermética

c) La viabilidad espermética pos descongelado es diferente entre los
criopreservados con diluyente a base de lipoproteinas de origen animal y
vegetal

d) Existe diferencia en la criopreservacion espermatica entre los diferentes
tiempos de equilibrio

e) Existe un efecto sobre la viabilidad espermética con los diferentes protocolos

de criopreservacion.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Origen y domesticaciéon de los animales de produccion

Los recursos zoogenéticos y la diversidad de estos son esenciales para la
produccion de proteina de origen animal, debido a que estos son la base para el
mejoramiento genético y la adaptacion de los individuos a los entornos cambiantes
de la actualidad, se ha descrito que la diversidad en las razas de ganado bovino
locales son superiores a las razas comerciales, es por esto importante conocer el
origen y distribucion de estos bovinos para su adecuada utilizacion y conservacion
Hanotte et al. (2006).

La FAO (2010) establece que existieron diferentes eventos de domesticacién de
especies pecuarias en distintas areas geograficas, siendo inevitable el cruzamiento
entre individuos domesticados y salvajes de la misma especie, las cuales dieron
como origen a las diversas especies de ganado que se conocen en la actualidad; a
estas areas geograficas donde ocurrieron dichos sucesos se les conoce como
centros de domesticacién. Se cree que en el mundo existieron aproximadamente 12

centros de domesticacidén de especies ganaderas.

Se ha relacionado a la domesticacién animal con la evolucion de los cazadores al
tratar de manejar o domar a animales salvajes (Diamond, 2002). Sin embargo, fue
hasta finales del periodo de pleistoceno cuando se data del inicio de la
domesticacién, se menciona que, debido a los cambios climéaticos, donde se
empezaron a marcar climas mas calidos y estacionales en determinadas zonas, lo
gue provocd que las poblaciones humanas se expandieran en budsqueda de
condiciones Optimas para su desarrollo. Debido a esto, las poblaciones
desarrollaron nuevas estrategias para la alimentacion como la produccion agricola,
se modificé la distribucion y cantidad de animales que se cazaban. Es por esto que
se cree que la principal causa de la domesticacion de los animales fue la necesidad
de las poblaciones humanas por asegurar alimento disponible para su consumo
(FAO, 2010).



2.2 Llegaday distribucién de los bovinos a la Nueva Espafia

Los bovinos localmente adaptados o como se conoce comunmente bovino criollo,
son individuos Bos taurus que nacieron en el Continente Americano y que sus
padres fueron introducidos desde Europa, principalmente de Espafia posterior a la
conquista, estos animales desarrollaron una excelente memoria evolutiva lo que
tuvo como consecuencia una gran adaptacion a las diversas condiciones ecoldgicas
de América, debido a que estos animales se han desarrollado en diferentes
ambientes determinados y se han adaptado a diversos efectos de seleccion natural,
es importante conservarlos, para esto es necesario que intervengan diversos
actores tanto del sistema productivo como cientifico (De Alba, 1981; Sponenberg,
2008).

Primo (1992) comenta que los bovinos criollos de América son descendientes
directos de los animales que desembarco Cristobal Colon en su segunda expedicion
en 1493, los cuales provenian de la isla La Gomera en el archipiélago de Canarias;
los bovinos llegaron en primer lugar a la isla denominada por el mismo Colén como

La Espafiola, que en la actualidad es conocida como Republica Dominicana y Haiti.

Los bovinos ingresaron al continente americano por Santa Marta, Colombia, y a
partir de ahi, se dio lugar a la distribucion por las nuevas tierras. Una subcorriente
ingres6 a Venezuela con direccion al sur, donde Lima constituyéo un centro
importante de distribucion de donde los bovinos migraron por Bolivia, Paraguay y
Chile hasta establecerse en Argentina y Uruguay. Otro grupo de animales llego

desde Brasil y se disperso por el Rio de la Plata (op. cit.).

Las razas que se utilizaron como base para la formacion de las razas criollas que
se conocen actualmente fueron: La raza palmera de canarias, la canaria o criolla de
canarias, retinta andaluza, asturiana y gallega. Estos animales llegaron
principalmente de Sevillay en menor proporcion de los puertos de Cadiz y Andalucia
(Rodero et al., 1992).



2.3 Distribucién de los bovinos en México

En el segundo viaje de Cristébal Colon hacia la nueva Espafia fueron enviados
animales para crianza en la nueva tierra dentro de los cuales se encontraban
parejas de bovinos. Estos animales desembarcaban en la Espafiola y su distribucion
por todo el nuevo continente fue un proceso lento y complicado debido a que estos
animales eran dificiles de manejar y por las dimensiones de las naves de esos
tiempos, ademas que el proceso de adaptacion a las nuevas tierras fue complicado,
por esta razon las autoridades de la Espafiola detuvieron la salida de bovinos de la
isla y solicitaban a la Corona nuevas embarcaciones de bovinos jovenes. Otra de
las razones por las que los bovinos tuvieron un proceso lento de distribucion fue que
en los envios posteriores se embarcaban animales de otras especies como cerdos,
cabras y ovejas para la produccion de carne, debido a que estos animales por su

menor tamafio eran mas faciles de embarcar y trasladar (Sastre, 2003).

Los bovinos criollos mexicanos son muy parecidos con los de otros paises del Norte,
Centro y Sudamérica, esto debido a que comparten la misma procedencia. Los
estudios sobre estos individuos han tomado una gran relevancia, como resultado se
han descrito diversas razas de animales criollos en diferentes regiones y se ha
encontrado que durante el tiempo en el que permanecieron estos animales en La
Espafiola, se tuvo una reproduccion sin un control, lo que ocasion6 que al trasladar
a los animales a tierra firme, estos presentaban caracteristicas muy particulares, las
cuales se fueron modificando debido al proceso de adaptacion a las distintas
regiones geograficas donde empezaron a desarrollarse, pero compartiendo
similitudes fenotipicas y genotipicas con el ganado criollo mexicano que se conoce

actualmente (Rubio y Pérez, 2015).

Quiroz (2007) describe que los bovinos criollos entraron a tierras mexicanas por
Veracruz, teniendo estos ejemplares una buena adaptacién y reproduccion en las
zonas tropicales y una rapida distribucion en el altiplano, Nueva Galicia y su llegada
a la Nueva Vizcaya. Es por esto que a lo que refiere la diferenciacion genética, el
bovino criollo mexicano puede clasificarse de acuerdo a su localizacion y

distribucion geografica ademas de caracteristicas de la regién, siendo estos



animales clasificados en bovinos criollos del norte, centro y sur del México, estos

animales pueden separarse en poblaciones diferentes para su estudio.

Por su parte, Parra-Cortés y Magafia-Magafia (2020) mencionan a un personaje
importante en la historia de la ganaderia mexicana, el capitan espafol Gregorio
Villalobos quien fue quien introdujo por primera vez ejemplares bovinos procedentes
de Cuba, estos animales fueron desembarcados en el puerto de Veracruz en 1521.
Se menciona también que fue a partir del afio 1527 cuando se iniciaron los
embarques de ganado desde Espafia y las Antillas hacia la Nueva Espafia, por
solicitud de Nufio Beltran de Guzman gobernador de Santiesteban del Puerto, hoy

Tampico, Tamaulipas.

Otra via de entrada de los bovinos a tierras mexicanas fue por las costas de
Campeche, donde arribé en 1543 una embarcacién con bovinos y otros animales
descendientes de los que fueron introducidos a la Nueva Espafia, otros procedentes
de Andalucia, Extremadura y Galicia. Ya en la Nueva Espafia, estos animales
encontraron condiciones geograficas y climaticas adecuadas ademas de
agostaderos Optimos para su reproduccion, éstas condiciones favorecieron que
estos animales se propagaran con facilidad por todo el territorio lo que hizo que
algunos animales vivieran de manera silvestre hasta su domesticacion por parte de
pueblos indigenas que se encontraban desde la Sierra Madre de Chiapas hasta los

valles desérticos de Chihuahua (op. cit.)

2.4 Caracteristicas de los bovinos locamente adaptados en México

Se han identificado nucleos de bovinos criollos mexicanos, estos animales
generalmente se encuentran en zonas aisladas, rusticas, con dificil acceso,
asociadas a zonas donde habitan pueblos indigenas (De Alba, 2011; Martinez y
Montafio, 2015).

Las razas localmente adaptadas de México son animales de talla corporal baja,
angulosos y de cuernos largos, mayormente hacia arriba y adelante, de base
gruesa, mas largos en las hembras que en los machos; poseen orejas cortas,

pequefias y horizontales, con pezufias oscuras y duras, prepucio recogido, con una



altura a la cruz en los machos de 1.42 a 1.47 my en las hembras de 1.32 a 1.35 m,
con un peso que no excede los 300 kg para las hembras y de 400 a 600 kg en los
machos. Inclusive los machos y hembras se consideran como animales de alta
fertilidad, y las vacas se distinguen por su facilidad de parto y gran comportamiento
maternal (De Alba, 2011).

De acuerdo con Perezgrovas et al. (2017) los bovinos criollos tienen colores
variados, caracteristica que los relaciona con sus antepasados espafioles. Sus
colores van desde el negro, rojo, bermejo y gateado hasta blanco, pinto y

manchado, en diversas combinaciones (Figura 1).

Figura 1. Distintos colores de capa de bovinos criollos: a) Blanco b) Colorado c)
Overo negro d) Jaspeado/atigrado (Perezgrovas et al., 2017).

El Criollo es un bovino docil, pero que posee una gran resistencia a las
enfermedades; muestra rusticidad, camina grandes distancias de terrenos
guebrados, pedregosos, adversos, bajo climas extremos, con la ventaja de resistir
la escasez de forrajes para su alimentacion, ya que sus requerimientos nutricionales
son menores en comparaciéon con la mayoria de las razas comerciales (Vazquez,
2014).



En México se han realizado acciones para conocer y conservar las razas bovinas
locales; se han estudiado las caracteristicas de estos bovinos en varios estados de
la Republica, en particular en los estados del norte. Actualmente se han realizado
actividades para crear conciencia y dar a conocer la importancia social, econémica
y productiva de estos animales mediante publicaciones y foros académicos para

estimular su conservacion y fomento (Perezgrovas y de la Torre, 2015).

Se han realizado estudios morfométricos y fanerdpticos del bovino Criollo Chinampo
de la peninsula de Baja California, el cual se describe como un bovino pequefio y
muy resistente a condiciones de aridez extrema; se encontré que la coloraciéon de
estos animales fue la combinacion de blanco con rojo, siguiendo el color rojo
uniforme, luego el negro, blanco con negro, blanco con hosco, barcino o rojo rayado

de negro y otras combinaciones de colores (Espinoza et al., 2009).

En la Sierra de Tarahumara de Chihuahua se encuentra un bovino criollo que
presenta caracteristicas faneropticas que se relacionan con las diversas razas
bovinas de los principales ancestros espafioles como el negro recto ibérico, rojo
convexo turdetano y castafio concavo; los bovinos criollos de Chihuahua presentan
diversas tonalidades de la capa que van desde el pinto, barcino rojo y negro, hosco,
castafio en sus diversas tonalidades que van desde castafio claro hasta castafio
oscuro. Otra caracteristica de estos animales es que son de talla pequefia,
presentan cuernos, los cuales se observan abiertos hacia arriba y hacia adelante,

su cuerpo es angosto y extremidades largas (Rubio y Pérez, 2015).

Actualmente el bovino criollo de chihuahua, conocido como criollo de Rodeo se
selecciona de acuerdo a sus caracteristicas fenotipicas, siendo la cornamenta y el
color de la capa caracteristicas importantes para suplir las exigencias del mercado
internacional, ya que un individuo de 12 a 18 meses de edad se comercializa entre
500 y 700 dolares (Hernandez, 2012).

Se han realizado estudios enfocados a la produccion de nuevos ejemplares criollos,
para esto se ha caracterizado la respuesta ovarica de hembras de bovino criollo del
estado de Nayarit (Corefio) estimuladas para multiovular, en estos estudios se

realizaron estimulaciones hormonales con cantidades reducidas de hormona
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foliculo estimulante, donde encontraron que se pueden emplear dosis bajas para
reducir costos en la produccion de embriones mediante la técnica de ovulacion
multiple y asi contribuir en los esfuerzos de conservar estas razas (Villasefior et al.,
2017).

2.4.1 Bovino criollo Mixteco

En México se encuentra una raza bovina criolla que se ha desarrollado en la region
comprendida entre los estados de Oaxaca, Puebla y Guerrero a la cual se denomina
region de la mixteca y de la que recibe el nombre. Estos animales son de bajo peso
corporal, encontrandose ejemplares que van desde los 125 a mas de 200 kg de
peso, el perimetro toracico oscila entre 120 a 140 cm y la alzada a la cruz es de 103

cm en promedio (Méndez et al., 2002).

Desde el punto de vista productivo estos animales representan una alternativa para
la regidn ya que presentan gran rusticidad, ademas de la capacidad de moverse en
las condiciones geograficas que en general son de montafia, aunque suelen perder
peso durante las temporadas de estiaje, estos logran sobrevivir y recuperar su
condicion corporal a medida que el forraje nativo mejora, estos animales son
resistentes a enfermedades y suelen ser muy fértiles, ademas de presentar partos
dobles eutdcicos. Estos animales se comercializan principalmente para rodeos y
finalizando su etapa productiva en yuntas; aunque la carne de estos individuos
presenta buenas caracteristicas fisicoquimicas, ademas de representar una fuente
de proteina de origen animal para el mercado que busca alimentos mas sanos, ya
que al ser escaso el tratamiento médico en estos animales y basarse en la
alimentacion con forraje nativo pudiera considerarse una carne limpia de

contaminantes quimicos (Fuentes - Mascorro, 2016).

Desde el punto de vista cultural, los bovinos criollos representan una parte de la
cosmovision de los pueblos ya que, en los asentamientos con este tipo de ganado,
se seleccionan animales para el santo patrono del pueblo y se desigha a un grupo
de pobladores quienes se encargan del manejo de estos hasta su utilizacion en la

fiesta del pueblo (op. cit.).
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Serrano et al. (2004) mencionan que el bovino criollo mixteco se ha convertido en
un ejemplar de interés para el deporte del rodeo americano debido a la resistencia
fisica, agilidad, tamafio y forma de los cuernos. La existencia de un nicho de
mercado para estos animales justifica que se sigan estudiando sus caracteristicas

productivas y morfologicas.

2.5 Importancia de la caracterizacion y conservacion de los recursos

genéticos

Segun datos de la FAO, mas de un tercio de la poblacion mundial depende de los
animales domésticos para su sustento, ademas de que los animales de granja
aportan del 30 al 40 % del valor econémico del sector agropecuario. Esto aunado al
crecimiento poblacional y a la demanda de alimentos de origen animal, es necesario
aumentar la produccion de huevo, leche, carne y sus derivados para contribuir a la

seguridad alimentaria mundial (Cardellino, 2003).

La diversidad que presentan los recursos zoogenéticos es primordial para todos los
sistemas de produccién, ya que proporcionan la materia prima para la mejora
genética y la adaptacion a las circunstancias cambiantes del medio ambiente
(Hanotte et al., 2006).

Los bovinos criollos representan una pieza fundamental en la historia y cultura de
los pueblos que se dedican a su crianza, formando parte de las tradiciones y formas
de vida de los diversos pueblos indigenas; para estos pueblos la perdida de estos
animales no solo significa la perdida de individuos sino también de identidad cultural

y un patrimonio de la humanidad (FAO, 2010).

Existen regiones que presentan condiciones ambientales y de sanidad complejas,
esto ha generado que existan animales genéticamente adaptados y Unicos. Esto
debido a que entre mas tiempo se encuentre una poblacién animal a un cambio
medioambiental, tiene mayor probabilidad de desarrollar caracteres especificos de
adaptacion. Las razas criollas han evolucionado en conjunto con las condiciones

ambientales y al manejo etnozootécnico de cada poblacion (op. cit.).
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Actualmente existen diversos factores que se influyen en la disminucion de la

diversidad genética como son:

a) La creacion de lineas altamente productivas poco rusticas debido a la
disminucién de la variabilidad genética

b) Erosion del material genético debido al cruzamiento indiscriminado con razas
ex@ticas introducidas que trae como consecuencia una rapida desaparicion
de las razas locales

c) Desaparicion del habitat de las razas criollas, debido a que los sistemas de
produccion se han ido modificando

d) El cambio por razas con caracteristicas productivas mayores debido a las
exigencias del mercado actual aunado a las preferencias de los productores
(Cardellino, 2003).

El bovino localmente adaptado o criollo est4 siendo sustituido por otras razas de
ganado, principalmente Bos indicus y sSu cruzamiento con razas europeas

mejoradas (Azuara et al., 1982).

En México, aun existen poblaciones de bovinos criollos sin evaluar, esto debido a
que existen animales geograficamente separados con diferentes tipos de acuerdo
a la localizacion. La caracteristica principal de estos animales es la adaptacion a las
regiones en las que se desarrollan, sin embargo, a pesar de que poseen
caracteristicas deseables en cuanto a comportamiento y adaptacion estos se
consideran en amenaza de una erosion genética o reemplazo por razas mejoradas
genéticamente, esto debido a que se tiene la idea de que al introducir lineas o razas
mejoradas de alta produccién en los paises con desarrollo mejoraran los parametros

productivos a diferencia de las razas nativas (Segura y Montes, 2001).

Es necesario implementar acciones para conservar las razas criollas, los esfuerzos
no deben estar enfocados Unicamente en preservar las razas sino de hacer difusion
para promover su evaluacion productiva y su utilizacion. Tomando como base la
memoria evolutiva de estos animales lo cual les permite adaptarse al entorno,
ademas de ser razas con potencial para implementarse en programas de

mejoramiento genético debido a su rusticidad son excelentes para cruzarse con
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otras razas para lograr aumentar la productividad en las condiciones de cada regién

en la que se desarrollan estos animales (op. cit.).

En la produccién pecuaria se ha enfocado en razas altamente productivas, sin
embargo estas suelen ser poco adaptables a las diversas condiciones
medioambientales lo cual puede generar problemas en la sostenibilidad de las
unidades de produccién pecuaria, debido a que el entorno cambiante en relacion al
medio ambiente puede exigir a mediano plazo animales resistentes, por lo que si se
pierden las razas con una memoria evolutiva que les permita afrontar las
condiciones adversas se podria llegar tener un grave problema en los sistemas de
produccion pecuaria y por ende el aseguramiento de proteina de origen animal
(Tisdell, 2003).

Mendelsohn (2003) menciona que es importante conservar los recursos
zoogenéticos, sin embargo en la actualidad estos animales no son requeridos
debido a diversos factores, dentro de los principales se encuentra la falta de
informacion sobre estos individuos, el enfoque en el mercado actual que exige

mayor produccidén en menor tiempo.

2.6 Estrategias para la conservacion de los recursos genéticos animales

Las razones para conservar los recursos zoogenéticos locales varian de acuerdo a
la especie animal, distribucion geografica y al entorno socioeconémico donde se
desarrollan. Se pueden listar algunos de los argumentos para conservar las razas

localmente adaptadas tales como:

1) La contribucion que estos individuos realizan en la conservacion de los
ecosistemas en los que se desarrollan

2) El impacto social y econdmico para las comunidades que se dedica a la
explotacion de esos.

3) La identidad cultural que representan estos recursos zoogenéticos, no
solo para las comunidades que se dedican a la crianza de estos

individuos; sino a la riqueza cultural e historica de todo un pais.
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Es por esto que la conservacion de las razas locales de bovinos se debe plantear
de acuerdo a la capacidad para lograr los objetivos y sobre todo en resaltar la

cualidades y beneficios en los diversos contextos (FAO, 2010).

Cardellino (2003) menciona que en la mayoria de los programas, la conservacion
es considerada como la acumulacion de semen y/o embriones, pero esto no permite
realizar un programa eficaz en cualquier nivel para el mantenimiento y la mejor
utilizacion de la diversidad genética animal, por esto sugiere que, para iniciar un
programa de conservacion eficaz a nivel mundial, se debe iniciar con censos para
conocer la situacion actual de las poblaciones de animales localmente adaptados;
posteriormente caracterizar a los individuos para identificar cualidades particulares
y su fin zootécnico, para comprender como se pueden realizar contribuciones

futuras en las explotaciones pecuarias.

Por su parte Steane (1992) sefiala que la valoracion de razas con importancia en
sector agricola actual y a futuro, es indispensable para la implementacién de un
programa de conservacion. La poblacion de especies animales nativas o criollas se
han ido disminuyendo, esto se puede atribuir a la introduccion de razas exéticas y
mejoradas, aunado a la destruccion del habitat donde se desarrollan los animales

criollos y la pérdida de interés econdémico por estos individuos.

Este autor comenta que, existen en la actualidad herramientas para conservar la
variacion genética, esto con ayuda de biotecnologias en la reproduccion animal,
donde se pueden extraer y crioconservar en bancos de germoplasmas para su
posterior utilizacidbn gametos y embriones de distintas razas de animales localmente

adaptados.

2.7 Criopreservacion de semen cémo herramienta de conservacion de

germoplasma de bovinos localmente adaptados

Existen dentro de las biotecnologias de la reproduccién herramientas que permiten
conservar el material genético de animales, tal es el caso de la crioconservacion de
espermatozoides, estad técnica resulta muy (til ya que permite conservar el

germoplasma de macho en pequefias dosis almacenadas en nitrdgeno liquido
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donde pueden permanecer durante muchos afios y su posterior utilizaciébn aun
cuando el semental no se encuentre con vida, ademas esta técnica es fundamentar
para poder implementar programas de inseminacion artificial o produccion de
embriones in vitro. Estas técnicas permiten la diseminacion de del material genético
de reproductores con alto valor genético o que se encuentren en peligro de extincion
(Saavedra, 2018).

Otra de las ventajas de la criopreservacion de semen es que disminuye el costo de
transporte de sementales, asi como el riesgo de contraer enfermedades de
transmision sexual, ademas facilita la diversidad dentro de las unidades de
produccion ya que permite la utilizacién de germoplasma de diferentes ejemplares
(Castelo et al., 2008).

2.7.1 Métodos de colecta de semen

Mejia (2017) realizé una evaluacion antes y después del congelado de semen de
bovinos criollos colectados mediante vagina artificial y electroeyaculador, donde no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la evaluacion seminal
pos descongelacion de las variables motilidad individual progresiva, la vitalidad
espermatica y las anormalidades, aunque se encontraron mayores valores en
cuanto a la integridad de la membrana plasmatica que los colectados por vagina
artificial. Sin embargo, existieron diferencias estadisticamente significativas en
cuanto al volumen del eyaculado y concentracién espermatica, donde se obtuvo un
mayor volumen seminal y menor concentracidon en aquellas muestras que se
colectaron con electroeyaculador a diferencia de las que se colectaron mediante

vagina artificial.
2.7.2 Evaluacién seminal

Los bovinos criollos presentan baja concentracion espermatica en relacién a otras
razas bovinas, esto puede deberse a que presentan un mayor volumen de
eyaculado, sin embargo, la motilidad suele ser alta lo que permite realizar procesos

de criopreservacion (Aguirre et al., 2011).
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Existe un estudio realizado por ifiiguez et al. (2017), en donde se evaluo el efecto
de la época del afio sobre las caracteristicas seminales de toros de fenotipo Criollo
Ecuatoriano. En ese trabajo las muestras se evaluaron macroscopicamente para
volumen (mL) y microscopicamente para motilidad individual progresiva (%) con un
microscopio 6ptico con un objetivo de 20X. La concentracion se determind con la
ayuda de un espectrofotometro (Spermac, Minitube®) donde se colocé una

muestra de 10puL y el resultado se expreso en millones/mL.

La vitalidad espermética y las anormalidades totales fueron determinadas
realizando un frotis colocando 5 pL de semen y 5 pyL de esosina-nigrosina (en
concentracion de 2 y 10%, respectivamente) en un portaobjetos durante 10
segundos. Inmediatamente después se realizé un extendido de la mezcla y se dejé
secar en una placa térmica. El frotis se observd en un microscopio 6ptico con un
objetivo de 40X donde se evaluaron en total 200 células. Se determind la vitalidad
considerando como vivos a los espermatozoides que no se tifieron (color blanco) y
muertos a los tefidos (rosa) y se determind el porcentaje de vitalidad. También se
determiné el porcentaje de anormalidades, haciendo un recuento de 200 células
esperméticas y cuantificando el nimero de espermatozoides normales y el nimero

de espermatozoides con anormalidades primarias y de cola (op. cit.).

2.7.3 Retiro del plasma seminal previo al procesamiento para la
criopreservacion de semen

Almela (2014) realiz6 aportaciones a la crioconservacion de gametos de sementales
en la raza bovina Murciano Levantina con la recongelacién de espermatozoides;
para esto se descongelaron las dosis en bafio maria a 37°C durante 10 segundos
aproximadamente y el semen se colocdé en un tubo de ensayo al cual se le
adicionaron 5 mL de solucion isotonica a 37°C, posteriormente se las muestras se
centrifugaron durante 5 min a 100 fuerzas G, lo que favoreci6 la formacion de un
pellet el cual se elimind para realizar una segunda centrifugacion de la muestra a
800 fuerzas G durante 10 minutos, una vez terminado el segundo ciclo de
centrifugacion se conservo el pellet al cual se le adiciono medio para

criopreservacion ajustando la concentracion espermatica y se procedid a
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criopreservar el semen de manera convencional obteniendo una viabilidad optima

al momento de descongelar por segunda ocasion.

Hernandez-Corredor et al. (2014) mencionan que en el plasma seminal en caprinos
contiene la enzima fosfolipasa que cataliza la hidrolisis de los fosfolipidos en la yema
de huevo, lo cual resulta dafiino para los espermatozoides en el proceso de
criopreservacion, por lo que una opcion es retirar el plasma seminal mediante
centrifugacion a 800 fuerzas G durante tres minutos, posteriormente se retira el
sobrenadante y el pellet se diluye con medio de congelacion y se continua con el

proceso de equilibrio y congelacion.

Por su parte, Leyva (2020) menciona que en la plasma seminal de los rumiantes se
encuentra la enzima fosfolipasa A2 que hidroliza la membrana de los
espermatozoides, lo que disminuye la viabilidad de los espermatozoides
criopreservados con diluyentes a base de yema de huevo, por esta razon
recomienda que después de la evaluacibn macroscoépica y microscopica el semen

debe ser centrifugado.

Saavedra (2018) también estudio el efecto de la retirada del plasma seminal y su
posterior incorporacion sobre la calidad espermética en los protocolos de
criopreservacion de semen de toros Cebu; donde encontr6 que el plasma seminal
es perjudicial para la criopreservacion espermatica, cuando las muestras se diluyen
con niveles superiores al 20% de plasma seminal durante largo periodos antes de

la criopreservacion.
2.7.4 Dilucion del semen

Roof et al. (2012) estudiaron el efecto de dos extensores de semen disponibles
comercialmente sobre la motilidad de los espermatozoides de cabra
criopreservados, en un intento por simplificar el protocolo de criopreservacion. Los
eyaculados de cabra individuales se dividieron y procesaron en paralelo para
congelarlos en un extensor a base de soja disponible comercialmente (Bioxcell®) o
un extensor a base de yema de huevo (Irvine TYB). La calidad del esperma se
evalu6 mediante la motilidad espermatica total y progresiva, medida mediante
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analisis de esperma asistido por computadora (CASA). Los autores concluyen
diciendo que un extensor a base de soya disponible comercialmente era superior a
un extensor a base de yema de huevo, para preservar la motilidad de los

espermatozoides de cabra criopreservados, utilizando un método de dos pasos.

Por su lado, Clemente-Sanchez et al. (2015) realizaron un estudio con diferentes
diluyentes de semen en venado, donde se evalud el indice de calidad (IC%) del
semen descongelado a partir de la estimacién del porcentaje de motilidad bruta,
motilidad progresiva, espermatozoides vivos, espermatozoides normales vy
concentracion de espermatozoides con diferentes diluyentes. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los extensores antes de la
congelacion, dando como resultado Bioxcell ® con mayor IC (60.77%), mientras que
para Triladyl ® y Biladil ® las tasas fueron 48.39% y 33.01%, respectivamente.

En un estudio llevado a cabo por Parada y Ariza en 2019 encontré un menor
resultado en las muestras que se criopreservaron con diluyente comercial

Andromed® encontrando un 57% de recuperacion de espermatozoides viables.

Varela et al. (2019) evaluaron la capacidad antioxidante enzimatica del semen
bovino criopreservado con diferentes fuentes de lipoproteinas de baja densidad y
trehalosa. Diez eyaculados seleccionados a partir de cinco toros fueron
criopreservados con diferentes tratamientos. Se evalu6 la capacidad enzimatica
antioxidante de la catalasa, la superéxido dismutasa y la glutation peroxidasa del
semen bovino luego de la descongelacion por espectrofotometria y su relacién con
los parametros cinéticos espermaticos. En ese estudio, concluyo estableciendo que
los diluyentes con yema de huevo, yema de huevo centrifugada y lipoproteinas de
baja densidad mejoran la actividad antioxidante de la catalasa y glutation

peroxidasa, generando una correlaciéon positiva con la calidad seminal.

En un estudio llevado a cabo por Ludueiia (2019), se evaluaron dos antioxidantes
en la calidad seminal pos congelaciéon de dos biotipos de ganado bovino criollo,
donde se encontré que el medio Triladyl® + vitamina E es el tratamiento que obtuvo
mejores resultados pos congelacion con un 52.67%. El motivo de la diferencia pudo

deberse a que la formacién de cristales de hielo intracelulares y produccién de
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especies oxigeno reactivas es menor cuando se incorpora vitamina E, lo que da
como resultado menor cantidad de solutos en la fraccion no congelada, lo cual evita
alterar la presidbn osmoética y permite proteger la funcionalidad y vitalidad

espermética después de la criopreservacion.

Montoya-Paez et al. (2020) analizaron en un estudio tres concentraciones de yema
de huevo centrifugada en la criopreservacion de semen bovino, donde se realizé la
crioconservacion y evaluacion, en este estudio, la concentracion de yema de huevo
centrifugada no tuvo ningun efecto sobre la motilidad, vitalidad espermatica,
morfologia anormal e integridad de la membrana plasmatica. Sin embargo, hubo
diferencias significativas al emplear un 10% de yema huevo centrifugada en la
suplementacion de los diluyentes con respecto a pardmetros cinéticos como la
velocidad curvilinea, velocidad lineal y velocidad media (100.3 + 5.74 pm/s, 45.47 +

9.46 um/s 'y 68.77 £ 7.33 um/s respectivamente).

Calle (2020), al comparar cuatro medios de crioconservacion (Tryladil®,
Andromed®, Optixcell® yTwo Step®), en esta investigacion no se encontraron
diferencias entre los tratamientos, la viabilidad espermatica pos descongelacion fue
evaluada mediante la vitalidad, motilidad individual progresiva y la morfologia las

cuales no sufrieron cambios drasticos durante el proceso de criopreservacion.

Filipiak et al. (2020) realizaron un estudio evaluando la calidad y capacidad
fertilizante in vitro de semen de toros Criollo Uruguayo criopreservado en dos
diluyentes comerciales, en el cual utilizaron semen de ocho toros, diluido en
Triladyl® y Andromed® (con/sin yema de huevo); se evalud por el sistema CASA
para analisis espermatico: concentracién, motilidad, cinética, morfologia y test
hiposmético. A las 2 h se repitié motilidad y cinética. Los autores encontraron que
ambos diluyentes no tuvieron diferencias significativas en cuanto a la calidad del
semen y su capacidad fertilizante in vitro, resultandos adecuados para ambos

diluyentes.
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2.7.5 Refrigeracion y equilibrio de semen diluido pre-congelacion

Para esta actividad, se realiza una curva de enfriamiento desde los 37 °C hasta los
5 °C aunatasade 0.25 °C/min, la temperatura debe permanecer alrededor de 5 °C,
para que el agua intracelular y extracelular permanezca en un estado de
congelacion, intervalo en que los espermatozoides son sensibles al choque térmico

(Gonzéalez y Pallares, 2014).

Ramos et al. (2017) evaluaron diferentes tiempos de equilibrio en la
criopreservacion de semen ovino, el cual fue aumentando en la camara de
refrigeracion con el descenso de la temperatura hasta llegar a 5 °C, lo que favorecio
que los espermatozoides se equilibraran con los componentes del diluyente,
encontrando mejores paradmetros pos congelacion en las muestras que se

mantuvieron por cuatro horas en equilibrio.

Se han evaluado distintos tiempos de equilibrio sobre la calidad espermatica pos
congelacion de semen bovino encontraron los mejores resultados para las variables
motilidad espermética total y motilidad espermatica progresiva a las cuatro de
tiempo de equilibrio, mientras que el mejor resultado para la variable
espermatozoides vivos/muertos pre y pos congelacion se evidencio a las dos horas

de tiempo de equilibrio (Anchatufia, 2017).

2.8 Evaluacién espermatica pos descongelacion mediante sistemas de
andlisis espermatico asistido por computadora (CASA)

El CASA es un sistema automatizado objetivo para el andlisis computarizado de
semen que cuantifica los principales parametros de la calidad y funcionalidad de los
espermatozoides, este sistema evalla e identifica de manera individual cada célula

espermética (Valverde y Madrigal-Valverde, 2018).

Este sistema permite evaluar a los espermatozoides segun sus caracteristicas
cinematicas en su trayectoria, determinando su motilidad, velocidad, linealidad y
desplazamiento lateral, ademas de pardmetros de concentraciéon, morfologia,
morfometria, integridad de membrana plasmatica, integridad acrosomica y

fragmentacion de ADN. Las principales caracteristicas del sistema CASA es la
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precision, rapidez y objetividad con la que se evalian las muestras (Thundathil et
al., 2016).

Algunos de los parametros que se pueden obtener mediante este andlisis son los

siguientes:

. Porcentajes de motilidad total o de motilidad progresiva: en funcion de su
velocidad curvilinea (VCL) o de su velocidad media (VAP), los
espermatozoides son clasificados en estaticos, moviles progresivos o
moviles no progresivos.

. VCL (Velocidad curvilinea), distancia recorrida por el espermatozoide en
su trayectoria real en funcién del tiempo de captura considerado, como
medida de la vigorosidad del espermatozoide en um/s (Figura 3).

. VSL (Velocidad lineal) distancia recorrida en linea recta por el
espermatozoide entre el primer y el Gltimo punto de su trayectoria real,
indicando el desplazamiento neto de la célula en el tiempo considerado
[um/s] (Figura 2).

. VAP (Velocidad media) trayectoria media del espermatozoide medida en
um/s en el tiempo considerado, que se calcula como una interpolacion
entre los puntos correspondientes a la trayectoria de la VCL, en un intento
de mejor aproximacion al desplazamiento real de la célula (Figura 3).

. BCF (frecuencia de batida de la cola), expresada como numero de veces
que la trayectoria curvilinea cruza la trayectoria media, en funcion del
tiempo de captura considerado medido en Hz.

. ALH (desplazamiento lateral de la cabeza) como la altura maxima (o
media) de la amplitud del movimiento oscilatorio de la trayectoria
curvilinea medida en um (Figura 2).

. MAD (media del desplazamiento angular de la cabeza) o media del angulo
(en valor absoluto) de giro de la cabeza del espermatozoide a lo largo de
su trayectoria curvilinea (VCL) medida en grados (Figura 3) (Monserrat,
2016).
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También se determinan una serie de indices, como parametros derivados de los

anteriores:
. indice de linealidad (LIN=VSL/VCLx100), como medida de linealidad
de la trayectoria curvilinea (VCL).
. indice de rectitud (STR=VSL/VAPx100), como medida de linealidad de
la trayectoria media (VAP).
. indice de oscilacion (WOB=VAP/VCLx100), como medida de

oscilacion de la trayectoria curvilinea (VCL) respecto a la trayectoria
media (VAP) (Muifio, 2008).

r~

Trayectoria
curvilinea

Trayectoria

promedio ) o .
Velocidad de digitalizacion : 25 imagenes/segundo
- J

Figura 2. Variables cinéticas VSL y ALH determinadas por el sistema CASA.
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Figura 3. Variables cinéticas VCL, VAP y MAD determinadas por el sistema CASA.
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2.9 Parametros espermaticos pos descongelado establecidos para bovinos

La Organizacion de los Estados Americanos (OEA) establece parametros de calidad
minima para la comercializacion de semen en el Mercosur. Dentro de estos
paradmetros se establece que una dosis comercial debe tener al menos el 30% de
espermatozoides con movimiento progresivo y a una concentracion minima de 10
millones de (OEA, 2022).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del area de estudio

El estudio se realizé en diez unidades de produccion (UP) bovina, ubicadas en el
municipio de Huajuapan de Ledn (Lat. 17°48’14” Norte y Long. 97°46°33” Oeste) en
el estado de Oaxaca, México, a altitud de 1641 msnm, con clima semicéalido himedo
con lluvias en verano, temperatura promedio anual de 20 °C y precipitacion anual
de 736 mm (INEGI, 2022).

Figura 4. Municipio de Huajuapan de Ledn, Oaxaca.

3.2 Objeto de estudio

Se tomé una muestra (n) de 20 sementales localmente adaptados, siguiendo la
metodologia propuesta por Sponenberg (2008) para la evaluacion de la pureza de
la raza criolla. Se seleccionaron individuos con condicién corporal de 5 a 7 en una
escala de 1 al 9, tomando como el valor minimo considerado de 1 para un animal
extremadamente flaco y donde el 9 representa a un animal excesivamente gordo,

segun lo establecido por Dieter et al. (1999); el estado reproductivo fue activo y sin
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alteraciones de los 6rganos reproductivos. Estos individuos se encontraban en
condiciones de montafia, alimentados con vegetacion nativa y con manejo en dos
periodos al afio, esto Unicamente para evaluar el inventario y en algunos casos,

aplicar vacunas.

3.3 Metodologia
3.3.1 Preparacion de los diluyentes

Se comparo el efecto de dos diluyentes, uno a base de liposomas de origen animal
(Optidyl®), el cual se prepar6 de acuerdo a la especificaciones del fabricante,
tomando dos partes del medio por tres partes de agua estéril, y se mezclé hasta
formar una solucién homogénea; para el diluyente a base de liposomas de origen
vegetal (Bioxcell®) (Figura 5), se tomo una parte de diluyente y cuatro partes de
agua estéril para obtener una mezcla homogénea; ambos diluyentes preparados se

mantuvieron a una temperatura de 37 °C hasta su utilizacion.

Figura 5. Diluyentes utilizados para la criopreservacion de semen.
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3.3.2 Colecta de semen

Para la obtencion del semen de los bovinos criollos se utilizé la técnica empleada
por Villamizar (2014), la cual se inici6 con la sujecion de los sementales con ayuda
de una trampa metdlica portatil (Figura 6); posteriormente con una tijera se realizo
el corte del exceso de pelo del prepucio, cuidando no generar algun tipo de lesion o

irritacion en el area.

Una vez terminado el proceso, se lavé con agua y jabon quirdrgico la parte externa
del prepucio, y en seguida se sec6 con papel absorbente, finalizando con un lavado
interno del prepucio con infusiones de solucion salina al 0.9% con 200 mg de
gentamicina y 80 mg de tilosina, con el fin de evitar la contaminacion del semen con
algun tipo de agente externo o por propias secreciones del toro (esto debido a que
en algunas ocasiones los sementales eyaculan en la parte interna del prepucio);

finalmente se seco el area perfectamente con toallas secantes.

Figura 6. Sujecion con trampa metalica portatil.
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Se procedio a estimular al semental mediante un masaje via transrectal de las
vesiculas seminales y la region de la prostata, ademads de examinarlos;
consecutivamente se iniciaron los estimulos, introduciendo la bala del
electroeyaculador (ElectroJac® 6) lubricada via rectal con los electrodos en
direccién ventral (Figura 7) y se inicié con estimulos con pulsos eléctricos de bajo
voltaje de manera manual, los cuales incrementaron paulatinamente de acuerdo a
la respuesta del animal, manteniendo de 1 a 2 s de descanso entre cada ciclo, hasta

la eyaculacion.

Figura 7. Colocacion de la bala del electroeyaculador en el recto de bovinos.

Se colect6 la fraccion rica en espermatozoides con ayuda de un cono desechable
unido a un tubo coénico de 15 mL, ambos sujetados a un mango de plastico (Figura
8), evitando colectar liquido preseminal y el contacto directo con los rayos solares.
Cuando los sementales no exponian el pene, se realizaban masajes en el prepucio

en direccion caudal — craneal con el fin de obtener el eyaculado.
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Figura 8. Colecta de semen de bovino criollo.

3.3.3 Andlisis macroscopico y microscopico del semen precongelacion

Una vez que se colectd el eyaculado, se realizé una evaluacion macroscoépica,
analizando el volumen mediante un tubo cénico graduado de 15 mL; el color y el
aspecto se evaluaron de forma visual tomando como pardametros los colores:
blanco, crema, amarillo o verde limoén; el aspecto se evalu6 como: cremoso,
lechoso, opalescente o acuoso (Figura 9). El pH se evalu6 con la ayuda de tiras

reactivas con una escala de 0 a 14.

Posteriormente se realizo el analisis microscopico del semen, analizando con ayuda
de un microscopio 6ptico compuesto la motilidad masal (MM) en un objetivo de 4X;
se realizé una adaptacion de los parametros en la cual se consider6 por cada grado
el 25% de MM (Cuadro 1); se colocé un cubre objetos a la muestra y se analiz6 en
el objetivo 40X la motilidad individual (MI) de manera subjetiva en relacion al

porcentaje de espermatozoides con movimiento rectilineo.
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Figura 9. Colores y aspectos encontrados con bovinos criollos. a) Blanco acuoso,
b) Blanco lechoso, c) Crema lechoso y d) Amarillo cremoso.

Se analizé la morfologia y vitalidad de los espermatozoides colocando 10 pL de
muestra de semen en un porta objetos y 10 pL de tincidn de eosina-nigrosina sobre
la muestra seminal; con otro porta objetos limpio se realiz6é un frotis y se examino
en un microscopio 6ptico compuesto con el objetivo 40X contando un total de 200
espermatozoides por muestra, a los que se observo el nUmero de espermatozoides
normales y anormales (presencia de gota citoplasmatica, alteraciones en cola,
fractura de pieza media y alteraciones en la cabeza), asi como vivos (sin tefiir) y

muertos (tefiidos de rojo) (FiguralO).

Cuadro 1. Criterios para la evaluacion de la motilidad masal (Vera, 2001).

Valor % Clasificacion Descripcion

91-100 Muy bueno Ondas oscuras con movimientos
rapidos

71-90 Bueno Ondas aparentes, remolinos con
movimiento moderado

51-70 Aceptable Ondas ligeras con movimientos
apenas perceptibles

10- 50 Pobre No hay ondas. Movimiento
espermatico vibratil

0-9 Muy pobre Sin movimiento espermatico
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Figura 10. Espermatozoides de bovino criollo mixteco tefiidos con eosina-nigrosina:
a) Vivos y b) Muertos.

Se determind la concentracion espermatica con ayuda de la camara Makler®
mezclando la muestra y evitando la formacion de burbujas; con ayuda de una
micropipeta se tomo una alicuota de 10 pL y se colocé en el centro de la zona del
disco, posteriormente se coloco la cubierta de cristal sobre el disco teniendo cuidado
de tomarla por el anillo metalico ejerciendo una pequefa presion haciendo que la
muestra se expandiera en un espesor de 10 pm.

Cuando la muestra se encontraba demasiado densa, se inmovilizaron los
espermatozoides colocando una muestra en un tubo cénico en agua a 50-60 °C
durante 5 min, posteriormente se contaron las cabezas de los espermatozoides
dentro de los cuadrantes de la misma celda en una franja de 10 cuadrantes (Figura
11), lo que representé el numero de espermatozoides en millones por mL de

eyaculado.
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Figura 11. Cuadrantes de la cAmara Makler® para el conteo espermaético.

3.3.4 Retiro del plasma seminal para la criopreservacion de semen

Para evaluar el efecto del retiro de plasma seminal sobre la viabilidad de
espermatozoides congelados-descongelados, se tomaron dos alicuotas del
eyaculado: una se coloco en bafio Maria a 37 °C y la otra se centrifug6 a 500 fuerzas
G durante 10 min; luego se retir6 el sobrenadante y se colocé a 37 °C durante 5 min

para homogenizar la temperatura entre la muestra y el diluyente.

Después de ello se agrego el diluyente (Optidyl®) a relacién del 25% del volumen
de la muestra previa centrifugacion y se analiz6 la motilidad individual, morfologia y
concentracion espermatica, para ajustar la concentracion a 20 x 10° células
espermaticas por cada pajilla francesa de 0.25 mL; el ajuste de la concentracion

espermatica por pajilla fue determinado por la siguiente ecuacion.
No. de pajillas =

Vol. del eyaculado x Concentracion x Motilidad individual x Morfologia normal
Concentracion deseada por pajilla
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Posteriormente se llevé a equilibrio y criopreservaciéon de acuerdo al procedimiento

realizado en toros criollos (Mejia, 2017).

3.3.5 Comparacion de dos diluyentes para la criopreservacién de semen
bovino

Para evaluar el efecto de dos diluyentes sobre la viabilidad espermatica pos
descongelacién, se tomaron los dos alicuotas del eyaculado y se diluyeron con los
medios Optidyl® y Bioxcell®, respectivamente, los cuales se encontraban a 37 °C,
agregando un 25% de diluyente con respecto al volumen de la muestra, esto con el
fin de evitar un shock osmoético entre la muestra y el diluyente; se homogeniz6 con
movimientos suaves, y posteriormente se estimé la cantidad de diluyente necesario

para el ajuste de concentracion utilizando la siguiente formula:
Cantidad de diluyente =
(NUumero de pajillas x Volumen de la pajilla en mL) — Volumen del eyaculado

Realizado el ajuste de concentracion, la muestra final se llevé a un descenso lento
de la temperatura hasta 4-6 °C durante 5 h y las pajillas se colocaron en una rampa
a 5 cm del nivel de nitr6geno para congelar el semen dentro de los vapores.

3.3.6 Equilibrio de semen y diluyentes para la criopreservacion de semen
bovino

Se evaluod el efecto de diferentes tiempos de equilibrio de semen sobre la viabilidad
de espermatozoides congelados-descongelados; para esto, se mantuvo la
temperatura del semen diluido con medio Optidyl® entre 4-6°C por 3, 4, 5,6y 7 h,
y de acuerdo a cada h, se empaijillaron las dosis, sellandolas con alcohol polivinilico
y se identificaron (Figura 12) para la congelacion en vapores de nitrégeno (Morillo
et al., 2012).
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Figura 12. Muestras empajilladas e identificadas en proceso de equilibrio a 5°C.

3.3.7 Evaluacion de diferentes protocolos de criopreservacion espermatica

Se inicié distribuyendo el eyaculado en cuatro alicuotas homogéneas en tubos
conicos conteniendo el mismo volumen para realizar los distintos tratamientos, los

cuales se conformaron como se muestra en el Cuadro 2.

Se colecto el eyaculado y se colocaron dos alicuotas en bafio Maria a 37 °C, las
cuales se utilizaron en el siguiente proceso y las dos restantes se centrifugaron a
500 fuerzas G durante 10 min; posteriormente se retir6 el sobrenadante y se
colocaron a 37 °C durante 5 min para homogenizar la temperatura entre la muestra
y el diluyente. Mas adelante se agreg6é diluyente (Optidyl® y Bioxcell®
respectivamente) a relacion del 25% del volumen de todas las alicuotas y se analiz6
la motilidad individual, morfologia y concentracion espermatica, esto con el fin de
ajustar la concentracion por pajillas a 20 x 106 células espermaticas por cada pajilla
francesa de 0.25 mL.
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Cuadro 2. Conformacién de los distintos protocolos de criopreservacion de semen
de bovinos Criollo mixteco.

) . _ Tiempo de equilibrio
Tratamientos  Tipo de muestra  Diluyente

(h)
1 Sin plasma seminal  Optidyl® 3
2 Sin plasma seminal  Optidyl® 4
3 Sin plasma seminal  Optidyl® 5
4 Sin plasma seminal  Optidyl® 6
5 Sin plasma seminal  Optidyl® 7
6 Sin plasma seminal  Bioxcell® 3
7 Sin plasma seminal  Bioxcell® 4
8 Sin plasma seminal  Bioxcell® 5
9 Sin plasma seminal  Bioxcell® 6
10 Sin plasma seminal  Bioxcell® 7
11 Convencional Optidyl® 3
12 Convencional Optidyl® 4
13 Convencional Optidyl® 5
14 Convencional Optidyl® 6
15 Convencional Optidyl® 7
16 Convencional Bioxcell® 3
17 Convencional Bioxcell® 4
18 Convencional Bioxcell® 5
19 Convencional Bioxcell® 6
20 Convencional Bioxcell® 7

Realizado el ajuste de concentracion, la muestra final se llevo a un descenso lento
de la temperatura hasta 5°C durante 3, 4, 5, 6 y 7 h; en este momento se
empajillaron las dosis, se sellaron con alcohol polivinilico y se identificaron para la
congelacion en vapores de nitrogeno. Pasado el tiempo de equilibrio
correspondiente, las muestras se congelaron a vapores de nitrogeno (-125°C

aproximadamente) durante 20 min (Figura 13), y posteriormente se sumergieron en
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nitrégeno liquido (-196 °C) para su conservacion; las pajillas se colocaron en
gobelets de plastico los cuales fueron distribuidos en bastones metalicos para el
almacenamiento en un termo criogénico (Mejia, 2017).

Figura 13. Pajilla de semen en vapores de nitrégeno.

3.3.8 Evaluacién del semen congelado-descongelado

Se evalud la viabilidad espermatica después de la criopreservacion con diferentes
protocolos mediante el porcentaje de vitalidad, integridad funcional de la membrana,

y motilidad de espermatozoides con movimiento rectilineo.

La vitalidad se evalu6 mediante el conteo de células espermaticas tefiidas (muertos)
y sin tefiir (vivos) contando un total de 200 espermatozoides evaluados. Para esto
se realizd una tincidén con eosina-nigrosina, para lo que se tom6 una muestra de 10
puL de semen y se coloc6 en un portaobjetos, y posteriormente se agregaron 10 pL

a la muestra de semen y se realizo el frotis.

La integridad funcional de la membrana se analiz6 mediante una prueba hipo

osmética (HOST), donde cada muestra de semen descongelado se incubd con una
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relacion de 10 yL de semen con 90 pL de una solucién de fructosa y acido citrico
de osmolaridad 150 mOsm/L por 45 min a 37 °C. Se consideraron espermatozoides
con membrana funcional los que reaccionaron al medio hipo osmotico con dilatacion
de la parte distal de la cola espermatica o enrollamiento de la misma, mientras que
aguellos espermatozoides sin cambios en la cola se consideraron funcionalmente
dafiados. La dilatacion espermatica se evalué utilizando un microscopio optico de
campo claro (40X). Se hizo el recuento de 200 espermatozoides y los resultados

fueron expresados en porcentaje de espermatozoides dilatados.

Mientras tanto, la motilidad se evalué con ayuda de un Analizador de la Clase de
Esperma (SCA MICROPTIC®) version 5.4.0.0. 2013; se descongelaron las pajillas
a 37 °C durante 30 s y se colocaron 10 puL de muestra en una porta objetos al cual
se colocé un cubre objetos para realizar el analisis a través de la captura de videos
(cinco videos por analisis) de espermatozoides en movimiento registrando las
trayectorias. Los videos se revisaron de forma manual para descartar errores del
sistema como particulas extrafias consideradas como espermatozoides o registro
de espermatozoides con movimientos erroneos, posteriormente se emitié un
informe del analisis de datos como motilidad, progresividad y cinematica

espermatica.

3.4 Andlisis estadistico

Para la evaluacion de la calidad de semen fresco se utilizaron estadisticos
descriptivos y correlacion lineal de Pearson para el comportamiento de las variables

evaluadas, debido a que los toros no fueron sometidos a tratamientos adicionales.

Para el analisis de los diluyentes y técnicas de procesamiento de semen se utilizd
la prueba U de Mann-Whitney, mientras que los tiempos de equilibrio se analizaron

mediante una prueba no paramétrica Kruskal-Wallis.

Para el andlisis de los diferentes protocolos de criopreservacion de semen se utilizo
un disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial 2 x 2 x 5. Las

variables evaluadas pos descongelacion fueron analizadas mediante prueba no
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paramétrica Kruskal-Wallis y para aquellos resultados con diferencia significativa se

utilizé la prueba Post Hoc de Tukey.

Para todos los analisis estadisticos se tomo un valor de a<0.05 utilizando el paquete

estadistico SPSS version 23.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evaluacién en fresco de semen de bovinos localmente adaptados

Los ejemplares de bovino criollo mixteco evaluados en esta investigacion se
encontraban en un peso vivo promedio de 248 + 26.58 kg y una condicién corporal
de 6.08 = 0.37 en escala de 1 a 9; la calidad seminal de estos sementales se

encontraba dentro de los parametros normales para la especie bovina.

Los resultados de este estudio indican que las caracteristicas microscépicas como
Motilidad Masal (MM), Motilidad Progresiva (MP) y Morfologia normal (MN) se
encontraron arriba del 80%, mientras que el volumen de eyaculado fue aceptable

para los parametros dentro de la especie bovina (7.03+3.27 mL) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Resultados de la evaluacion fisica y espermatica de semen fresco de

bovinos localmente adaptados

Variable Indicador Media + DE*
Peso Vivo kg 248.2 + 26.6
Condicién corporal la9 6.1+£04
Circunferencia escrotal cm 27.9+0.6
Volumen de eyaculado mL 7.0+£33
pH Oal4 6.9+0.3
Motilidad masal % 848+ 7.7
Motilidad progresiva % 84.8+5.3
Morfologia normal % 88.5+4.0
Concentracion espermatica Millones x mL 377.3+154.8

*DE= Desviacion Estandar
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Los bovinos analizados en este estudio tuvieron pesos vivos y circunferencia
escrotal inferiores a los reportados en el bovino criollo Chinampo de México por
Espinoza et al. (2009), quienes encontraron que el peso corporal fue de 345 £ 15
kg, y en toros criollos argentinos, donde obtuvieron 685.2+28.4 kg de peso vivo y
37.5 £ 2.0 cm para CE (Holgado y Ortega, 2015).

En este estudio el Criollo Mixteco tuvo eyaculados superiores en cuanto a volumen
y MI a los reportados en otras razas criollas, mientras que la Ml y ME fueron
similares a las encontradas por Crespo y Quintero (2014), quienes reportaron que
el volumen de eyaculado de ganado criollo Limonero fue de 4.43 + 0.25 mL,
Motilidad Masal (MM) (3.20 £ 0.08 en escala de 1 a 4); Motilidad individual (MI) 70.50
+ 0.81; anormalidades espermaticas 14.07 + 0.77. Por otro lado, la concentracion
espermética (CE) fue menor en el Criollo Mixteco (377.3 £ 154.8 millones/mL) que
lo encontrado en el Criollo Limonero (839.5 + 35.32 millones/mL); esto puede
deberse a que estos animales se encontraban en condicion de montafia, a libre
pastoreo con forraje nativo y con servicio reproductivo activo ademas de que las
muestras se obtuvieron mediante electroeyaculacion, lo cual pudo propiciar una
eyaculado con mayor volumen pero con menor concentracion en los toros Criollos

mixtecos.

En el Cuadro 4 se muestran los coeficientes de correlacion entre las variables de
peso vivo, condicion corporal, pH y morfologia normal, los cuales no se asociaron
(p= 0.01); sin embargo, existieron correlaciones altamente significativas (p < 0.01)
entre el volumen del eyaculado y la circunferencia escrotal (r = 0.63); y entre
motilidad masal y motilidad progresiva (r = 0.88). El color tuvo una correlacion
significativa (p < 0.05) con la motilidad progresiva (r = 0.46) y la concentracién
espermatica (r = 0.48), mientras que con el aspecto tuvo una correlacién negativa
(r=-0.75).

También se observé una correlacion negativa altamente significativa (p < 0.01) entre
el aspecto y las variables de motilidad progresiva (r = -0.61) y concentracion
espermatica (r =-0.61) y correlacion negativa significativa (p < 0.05) con la motilidad
masal (r = -0.56) (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Correlacion de las variables fisicas y seminales de toros localmente
adaptados.

. CE VE MM  MP  MN CES
Variables CC (cm) (mL) Color Aspecto pH (%) ©%) (%) (millones/mL)
Pe?fg‘)"vo 21 20 070 .25  -16 .34 -13 -00 .28 00
cc 34 38 -16 28 .42 -32 -26 -24 .12
CE (cm) 63% -03 24 -10 -26 -22 -10 .15
VE (mL) .26 .29 08 -16 -23 .05 10
Color -75% .09 .44  .46* -03 48
Aspecto 32 -56% -61* -11 - 61%
pH 32 32 -1l .25
MM (%) 88 .19 32
MP (%) 42 37
MN (%) .00

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).

CC= Condicion corporal; CE= Circunferencia escrotal; VE= Volumen del eyaculado;
MM= Motilidad masal; MP= Motilidad Progresiva; MN= Morfologia normal.

Los resultados encontrados con criollo mixteco difieren a lo reportado por Torrado
et al. (2016), quienes encontraron una elevada correlaciéon entre la movilidad y la
morfologia del espermatozoide, y una relacion del volumen eyaculado con el resto
de las variables, mientras que en volimenes de muestra mas elevados se asociaron

a peor calidad seminal.

4.2 Efecto del retiro del plasma seminal sobre la calidad pos descongelado
de espermatozoides de bovinos localmente adaptados

Se comparo la criopreservacion de espermatozoides de bovinos criollos mixtecos
mediante una técnica convencional y una separando el plasma seminal, donde se
encontré diferencia significativa (p<0.05) en las siguientes variables: vitalidad
espermatica (48.76 + 15.34 y 46.15 + 15.26%), motilidad total (69.66 £ 15.39y 71.75
+ 16.37%), motilidad progresiva (47.65 + 6.85 y 48.16 + 7.17%), asi como en los
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parametros cinéticos: velocidad lineal (VSL) (45.90 + 6.96 y 47.98 + 8.19%),
velocidad curvilinea (VCL) (130.94 £+ 20.68 y 138.19 + 23.67%), velocidad media
(VAP) (78.23 £ 12.71y 82.11 + 14.89%), indice de oscilacion (WOB) (60.15 + 2.00
y 59.49 + 1.98%), desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) (3.73 £+ 0.49y 3.97
0.54%) y frecuencia de batida de la cola (BCF) (13.73 £ 0.88 y 13.97 = 0.91%)
(Cuadro 5).

Cuadro 5. Variables evaluadas pos descongelacion de semen de bovinos criollos

mixtecos mediante dos técnicas diferentes.

Técnica

Convencional

Centrifugado

Variables Indicador Media = DE* Media = DE*
VE % 48.76 £15.342 46.15 + 15.26°
IMP % 37.96 + 12.942 38.37 £14.172
MT % 69.66 + 15.39° 71.75 +£ 16.372
MP % 47.65 + 6.85° 48.16 + 7.172
VSL pum/s 45.90 + 6.96° 47.98 + 8.192
VCL pum/s 130.94 + 20.68° 138.19 + 23.672
VAP um/s 78.23 £12.71° 82.11 + 14.892
LIN % 37.50 +2.732 36.99 + 3.232

WOB % 60.15 + 2.002 59.49 +1.98P
STR % 62.52 + 3.552 62.37 +4.352
ALH Hm 3.73 +0.49P 3.97 + 0.542

ALH Max Hm 6.53 + 1.08P 6.89 + 1.202

BCF Hz 13.73 £ 0.88° 13.97 £ 0.912
MAD Grados 193.39 + 11.40% 193.21 + 8.842

*DE= Desviacion Estandar; Los superindices con letras diferentes entre filas

representan diferencia significativa (P<0.05).

VE= Vitalidad espermética; IMP= Integridad de la membrana plasmatica; MT=
Motilidad total= MP= Motilidad progresiva; VSL= Velocidad lineal; VCL= Velocidad
curvilinea; VAP= Velocidad media; LIN= indice de linealidad; WOB= indice de

oscilacion; STR= indice de rectitud; ALH= Desplazamiento lateral de la cabeza;

BCF= Frecuencia de batida de la cola; MAD= Media del desplazamiento angular de

la cabeza.
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Se identificaron mejores resultados en las muestras sin el plasma seminal, o que
concuerda con lo reportado por Jacinto-Condori (2020), quien evaluo el retiro parcial
de plasma seminal de toros de las razas Holstein y Pardo Suizo, donde encontr
mejores resultados (68.67%) de motilidad individual pos descongelado con los
eyaculados a los que se les retiro el 60% del plasma seminal. Esto se puede deber
a que al retirar plasma seminal se diluye en mayores cantidades de diluyentes, y a
lo reportado por Leyva (2020), quien menciona que el plasma seminal de los
rumiantes contiene la enzima fosfolipasa A2 que puede hidrolizar la membrana de
los espermatozoides, disminuyendo asi la viabilidad a la criopreservacion en
muestras de semen con diluyentes que contienen yema de huevo.

En otro estudio, Vargas et al. (2008) encontraron menores resultados en cuanto a
la motilidad espermatica con semen procesado con tres diferentes técnicas de
separacion de espermatozoides viables. Esto puede asociarse a que en este estudio
no se utilizaron medios para la separacion de espermatozoides que pudieran dafiar

la integridad espermatica.

4.3 Efecto de diluyentes de origen animal y vegetal sobre la viabilidad

espermatica pos descongelado

En el Cuadro 6 se muestran las variables de semen criopreservado con dos
diluyentes, donde se encontraron mejores resultados con espermatozoides
criopreservados con Optidyl® a diferencia de los criopreservados con Bioxcell®.

Estos resultados concuerdan con lo publicado por Carballo et al. (2009), quienes
encontraron mayor porcentaje de motilidad con semen criopreservado con diluyente
a base de lipoproteinas de origen animal (30.8%) en contraste con el semen
congelado con diluyente a base de lecitina de soya (23.8%). Por su parte, Filipiak et
al. (2020) no encontraron diferencias significativas entre diluyentes a base de

lipoproteinas de origen animal y vegetal.
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Cuadro 6. Variables evaluadas post descongelacién de semen de bovinos criollos

mixtecos mediante dos diluyentes diferentes.

Diluyente
Optidy|® Bioxcell®

Variable Indicador Media + DE* Media + DE*
VE % 51.56 + 12.542 43.41 £ 16.76"
IMP % 41.46 £13.35¢2 34.89 +12.98°
ME % 79.23+12.892 62.19 + 13.97 P
MP % 50.78 £5.9142 45.03+6.85°

VSL pm/s 49.22 +6.892 44.67 +7.73"
VCL pm/s 144.47 + 22.43% 124.66 +17.77°
VAP pm/s 85.62 £13.2272 7472 +12.50°
LIN % 36.30 £ 2.97° 38.18 £2.732

WOB % 59.55+1.81° 60.09+2.112

STR % 61.07 + 3.88" 63.81 £+3.572

ALH pHm 4.09+0.512 3.61+0.44P0

ALH Max pHm 7.29+1.082 6.13+0.91°

BCF Hz 14.28 +0.782 13.42 £ 0.75P
MAD Grados 195.23+9.26 2 191.37 +10.73 P

*DE= Desviacion Estandar; Los superindices con letras diferentes entre filas
representan diferencia significativa (P<0.05).

VE= Vitalidad espermaética; IMP= Integridad de la membrana plasmatica; MT=
Motilidad total, MP= Motilidad progresiva; VSL= Velocidad lineal; VCL= Velocidad
curvilinea; VAP= Velocidad media; LIN= indice de linealidad; WOB= indice de
oscilacion; STR= indice de rectitud; ALH= Desplazamiento lateral de la cabeza;
BCF= Frecuencia de batida de la cola; MAD= Media del desplazamiento angular

de la cabeza.
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4.4 Evaluacion delacriopreservacion de semen bovino con diferentes tiempos

de equilibrio

Con relacion a la evaluacion de la criopreservacion del semen con diferentes
tiempos de equilibrio no se encontraron diferencias significativas para las variables
espermaticas evaluadas (Cuadro 7); esto difiere con lo encontrado por Anchatufia
(2017), quien encontr6 un mayor porcentaje de espermatozoides con motilidad
progresivaalas 2y 4 h (60.75+8.14y 61.11 + 7.51) en relacidén a espermatozoides
con mayor tiempo de equilibrio (8, 12, 16, 20, 24h); por otro lado, Galarza et al.
(2017) no encontraron diferencias significativas entre tiempos de equilibrio de 2, 4y
7 (p =2 0.05). Esto puede deberse a que los espermatozoides se mantienen en

constante metabolismo de nutrientes.
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Cuadro 7. Variables evaluadas pos descongelacion de semen de bovinos criollos mixtecos mediante diferentes tiempos

de equilibrio.
Tiempo de equilibrio
3h 4 h 5h 6 h 7h
Variable Indicador Media + DE* Media + DE* Media + DE* Media + DE* Media + DE*

VE % 446 + 16.2 475+ 14.7 49.2+ 155 48.6 + 15.0 474+ 15.3
IMP % 38.2+ 14.3 36.1+11.3 39.4+12.3 38.4 +14.0 38.8 £+ 15.7
ME % 68.9 £ 16.7 72.9 £ 15.7 70.7£15.4 71.0+£16.5 70.0£15.2
MP % 469+ 7.0 498+ 7.5 475+ 6.6 47.3+6.6 479+7.2
VSL pm/s 46.2+7.8 48.4+ 8.5 464+ 6.7 466+ 7.0 47.1+8.1
VCL pm/s 132.6 £ 23.8 136.1 £ 22.6 134.8 £19.9 135.8 £ 23.0 1335+ 234
VAP um/s 78.8+£14.8 81.7x145 79.9+12.2 80.5+13.8 80.0£14.5
LIN % 37433 37.8+2.8 36.7+2.9 36.7+2.9 37.7x+3.1
WOB % 59.7+1.9 60.15+ 2.0 59.5+2.2 59.6+1.8 60.2+1.9
STR % 62.9+4.5 62.9+ 3.5 61.9+ 3.6 61.8 £ 3.8 62.8 4.2
ALH pm 3.8+£0.60 3.9+£05 3.8+£05 3.8+£0.6 3.8 £05
ALHMax pm 6.6+1.3 6.8+x1.1 6.7£1.0 6.8+1.2 6.7+1.2
BCF Hz 13.8+0.9 13.9+£0.8 14.0+£0.8 13.8+1.0 13.7+£0.9
MAD Grados 194.8 £ 9.3 194.8 £ 9.3 193.2+94 191.8 £10.0 191.8+12.5

*DE= Desviacién Estandar VE= Vitalidad espermatica; IMP= Integridad de la membrana plasmatica;, MT=
Motilidad total= MP= Motilidad progresiva; VSL= Velocidad lineal; VCL= Velocidad curvilinea; VAP= Velocidad
media; LIN= indice de linealidad; WOB= indice de oscilacion; STR= indice de rectitud; ALH= Desplazamiento
lateral de la cabeza; BCF= Frecuencia de batida de la cola; MAD= Media del desplazamiento angular de la

cabeza.
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4.5 Efecto de diferentes protocolos de criopreservacion sobre la viabilidad

espermatica de bovinos localmente adaptados

Se contrastaron diferentes protocolos para la criopreservacion de semen bovino de
toros criollos mixtecos en los cuales no se encontrd diferencia significativa en las
variables de vitalidad e integridad de la membrana plasmatica, mientras que, en la
motilidad total y progresiva, los mejores resultados fueron para aquellos en los que
se utilizo el diluyente Optidyl®, independientemente del tiempo de equilibrio o el
retiro de plasma seminal (Cuadro 8). Los resultados de esta investigacion difieren
con lo reportado por Montoya-Paez et al. (2020), quienes encontraron una vitalidad
espermatica mayor (67.60 £ 7.86%) y parametros menores en la integridad de la
membrana (32.63 + 7.05%), motilidad total de 58.40 + 24.84 % y motilidad

progresiva de 40.09 = 21.0 % a diferencia del presente estudio.
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Cuadro 8. Variables evaluadas pos descongelacion de semen de bovinos criollos mixtecos con diferentes protocolos de

criopreservacion.

Variables
Vitalidad Integridad de la Motilidad Motilidad
Membrana Total Progresiva
Plasmatica

Tratamientos Media + DE* Media + DE* Media + DE* Media + DE*
Cent_Op_3h 45.3+11.3 40.4 +14.7 75.9 + 14.Qabcde 49.2 + 4 62bcd

Cent_Op_4h 49.8 +13.4 38.7+10.7 83.6 +10.92 53.0 +5.92
Cent_Op_5h 51.0 + 14.6 429+12.4 81.5 + 10.3? 51.5+5.1ab
Cent_Op_6h 50.6 +12.6 43.3+14.9 81.8 +13.22 51.1 + 5.53kc
Cent_Op_7h 50.3+11.2 45.1+19.5 80.2 + 13.82b 51.4 +5.1ab
Cent_Bio_3h 39.9+17.8 36.1+15.1 61.9 + 17.1¢f9 45.2 + 8.9bcd
Cent_Bio_4h 46.5+19.2 325+94 63.4 + 16.8df9 46.2 + 7.63bcd
Cent_Bio_5h 43.1+16.3 34.4+10.9 62.1 + 13.7¢f9 44.1 + 6.6%
Cent_Bio_6h 44.8 £ 16.0 37.2+135 66.1 + 14 5bcdefg 45.4 + 5 3bcd
Cent_Bio_7h 40.4 +16.2 33.4+14.38 61.0 +13.2¢f9 44.3 + 9.0bcd
Cent_Op_3h 54.0 + 14.7 43.6 £13.0 77.8 + 15.5abcd 49.3 + 6.0abcd

SCent_Op_4h 49.9+11.9 39.0+11.4 80.5 + 10.62° 53.3+7.82
SCent_Op_5h 55.7 £10.1 40.2+11.4 79.1 + 9.73k¢ 49.5 + 4. gabcd
SCent_Op_6h 55.2+12.3 39.9+12.6 77.5 + 15, 2abcd 49.7 + 6.2abcd
SCent_Op_7h 53.5+11.7 41.8+12.2 74.3 + 14 18bcdef 49.8 + 7.03bcd
SCent_Bio_3h 39.4+16.7 32.7+12.7 59.8 + 12.6' 44.1 + 6.4
SCent_Bio_4h 44.0 + 13.7 342+12.7 64.3 + 12.6°def 46.9 + 5. 73bcd
SCent_Bio_5h 47.2 +18.1 40.4 +13.5 60.1 + 14.4f9 45.0 + 6.92bcd

SCent_Bio_6h 43.8 +16.8 33.1+13.9 58.8 + 13.09 43.0 + 6.44
SCent Bio 7h 45.3+18.4 35.1+13.2 64.5 + 12.4cdefg 46.1 + 5.12bcd

*DE= Desviacion Estandar; Los superindices con letras diferentes entre columnas representan diferencia
significativa (P<0.05).



Con relacion a la cinética espermatica de estos protocolos, se encontré una mayor
velocidad lineal (VSL) en los tratamientos en donde se utilizé Optidyl® con 4 h de
equilibrio (50.84 + 5.62 y 51.13 + 10.45 um/s respectivamente); la velocidad
curvilinea (VCL) fue mayor en los protocolos en los que se retir el plasma seminal,
utilizando Optidyl® con 4, 5, 6 y 7 h de equilibrio (149.29 £ 20.76, 150.24 + 22.54,
149.42 + 22.53 y 147.64 + 25.15 um/s); la velocidad promedio de desplazamiento
(VAP) fue mayor en los protocolos sin plasma seminal donde se utilizé Optidyl® con
4y 5 h de equilibrio (88.55 + 12.00 y 88.55 £+ 12.68 um/s respectivamente).

Los espermatozoides criopreservados sin plasma seminal, con diluyente Optidyl®
con 4, 5y 6 h de equilibrio mostraron mayor amplitud del desplazamiento lateral
de cabeza, ALH Max y Frecuencia de batido (BCF); se encontré diferencia
estadisticamente significativa en la media del desplazamiento angular (MAD),
donde el mejor resultado se encontrd con el protocolo sin retiro de plasma seminal,
con diluyente Optidyl® con 4 h de equilibrio (200.80 + 8.16°) (p < 0.05) (Cuadro
9).

Estos resultados difieren de los encontrados por Arbaiza y Cabrera (2021), quienes
obtuvieron menores parametros cinéticos a los reportados en este estudio
obteniendo una VSL de 30.134 + 1.75 pum/s, VCL 75.227 + 7.38 um/s, VAP 38.639
+ 3.20 um/s, ALH 0.940 + 0.11 pm/s, BCF 7.314 £ 0.38 Hz. E igualmente con Pérez
et al. (2021), quienes encontraron una VSL de 19.7 = 1.5 um/s, VCL 45.3 =+ 2.3
um/s, VAP 27.4 £ 1.8 um/s, ALH 2.0 = 0.0 um/s, BCF 4.6 + 0.2 Hz en muestras
criopreservadas con diluyente a base de yema de huevo durante 2 h de equilibrio.
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Cuadro 9. Trayectorias obtenidas mediante el analizador espermatico asistido por computadora (CASA).

Variables
VSL VCL VAP ALH ALH_Max BCF MAD

(Hm/s) (um/s) (Hm/s) (Hm) (Hm) (Hz) (grados)

Tratamientos Media + DE* Media = Media = DE* Media = DE* Media = DE* Media + DE* Media
DE* DE*
Cent Op_3h  47.1%5.6% 139.3+21.3abcde 82.2 + 12 2abcde 4.0 + 0.5ac 7.1+ 1.]abed 14.3+0.78cd  193.9 + 7.2ab
Cent Op_4h  50.8 +5.62 149.3 + 20.82 88.6 + 12.02 4.2 +0.52 7.6 +1.0 14.4+0.72 197.0 + 5.52
Cent_ Op_5h  50.7 +6.12 150.2 + 22.52 88.6 + 12.72 4.2 +0.52 7.5+1.0 14.6 +0.72 196.2 + 7.82
Cent_ Op_6h  50.0 + 6.12 149.4 + 22.52 87.9 + 12.62 4.2 +0.52 7.6+1.12 14.4+0.82 194.8 + 10.62
Cent Op_7h  50.4+7.12 147.6 + 25.22 87.4 + 15.1a 4.2 +0.6% 7.4+1.28 14.4 + 0.72 196.0 + 6.62°
Cent_Bio_3h  46.0 + 11.73b¢ 128.7 + 29.2abcde 76.9 + 19.9abcde 3.7 £ 0.7bcde 6.2 + 1.4cde 13.6 + 0.9%cde  195.3 + 8.8ab
Cent_Bio_4h  46.9 + 9.3abc 127.8 + 21.1abcde 77.0 £ 14 pabede 3.8 + 0.4abcde 6.3 + 1.Qbcde 13.4 + 0.8% 189.0 + 10.1°
Cent_Bio_5h  44.6 + 7.92bc 127.8 + 16.12abcde 75.8 + 12.]abcde 3.7 + 0.4abcde 6.3 + 0.8bede 13.6+ 0.7bcde 1915+ 7.3a
Cent_Bio_6h  46.4 + 7.62 132.4 + 20.6abcde 78.9 + 14 2abcde 3.8 + 0.5abcde 6.6 + 1.0abcde 13.5+ 1.0% 190.3 + 9.02
Cent_Bio_7h  46.9 + 11.13bc 129.3 + 20.5abcde 78.0 + 15.8abede 3.8 + 0.5abcde 6.4 + 1.0bcde 13.5+0.8de  188.2 + 10.6P
SCent_Op_3h  49.1 + 6.4abc 144.2 + 23.12 85.4 + 13.6abc 4.0 + 0.620¢ 7.2 £ 1.28bc 14.2 £ 0.78cd  197.1 + 8.4ab
SCent_Op_4h 51.1+10.52 143.6 + 23.12kc 86.6 + 15.52 4.1+0.5% 7.3 +1.0%c 14.2 + 0.78cd  200.8+ 8.22
SCent_Op_5h  47.5 + 5.63c 141.3 + 16.3a0cd 83.4 + 10.0abcde 4.0 + 0.4abcd 7.1+ 0.7abed 14.3+0.63c  193.5+9.72
SCent_Op_6h  48.4 + 7.03bc 143.6 + 24.2ab¢ 85.0 + 14.1abcd 4.0 +0.5% 7.3 £ 1.2abc 14.2 +1.08cd  191.4 +10.72
SCent_Op_7h  47.2 + 7.3abc 136.2 + 24.7abcde 81.2 + 14, 2abcde 3.9 + 0.5abcde 6.9 + 1.2abcde 13.8+ 0.9%cde 1917 + 13,52
SCent_Bio_3h 42.5 + 4.7b¢ 118.0 £ 9.0¢ 70.7 + 7.0% 3.4+0.2¢ 5.8 +0.5¢ 13.3+0.6° 193.0 + 12,22
SCent_Bio_4h 44.8 + 6.82bc 123.6 + 15.3bcde 74.7 + 11 .4abcde 3.5 + 0.3cde 6.0 £ 0.7% 13.5+0.7¢%  192.2 + 8.62
SCent_Bio_5h  43.0+ 4.4abc 120.0 + 6.5% 71.8 + 5.6 3.4+0.3° 5.9 +0.6¢ 13.4 + 0.6% 191.8 + 12,12
SCent_Bio_6h 41.7 + 4.2¢ 117.7 £ 8.7¢ 70.1 + 6.4¢ 3.4+0.3° 5.8+0.7¢ 13.2+0.6° 190.9 + 9.72
SCent_Bio_7h 43.8+ 4.8abc 121.0 + 14,6 73.4 + 9 .4bcde 3.5 + 0.4% 6.1+ 0.80% 13.2+0.7¢ 191.5 + 16.72
*DE= Desviacion Estandar; Los superindices con letras diferentes entre columnas representan diferencia

significativa (P<0.05).

VSL= Velocidad lineal; VCL= Velocidad curvilinea; VAP= Velocidad media; ALH= Desplazamiento lateral de la

cabeza; BCF= Frecuencia de batida de la cola; MAD = Media del desplazamiento angular de la cabeza.
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El porcentaje de linealidad (LIN) tuvo diferencia significativa (p < 0.05) entre los
tratamientos (Cuadro 10), encontrandose un mayor resultado en el protocolo sin
retirar plasma seminal, con diluyente Bioxcell® con 7 h de equilibrio (38.83 £
2.55%), mientras que en el indice de oscilacibon (WOB) no se encontraron
diferencias estadisticas (p = 0.05).

El indice de rectitud (STR) fue mayor en los protocolos donde se retiré el plasma
seminal, y se utilizo diluyente Bioxcell®, con 3 y 4 h de equilibrio (64.60 £ 5.96 y
64.64 = 3.32% respectivamente). Estos datos concuerdan con lo reportado por
Ronquillo (2021), quien encontr6 49.43 £ 1.61% de LIN, 61.38 + 1.32% WOB, 79.69
+2.33% de STR en espermatozoides congelados de toro criollo chihuahuense. Esto

puede atribuirse a que en ambos estudios se trabajo con toros criollos mexicanos.
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Variables

Cuadro 10. indices cinéticos obtenidos mediante el analizador espermatico asistido por computadora (CASA).

Porcentaje de linealidad (LIN) %

indice de oscilacion (WOB) %

indice de rectitud (STR) %

Tratamiento

Media + DE*

Media + DE*

Media + DE*

Cent_Op_3h
Cent_Op_4h
Cent_Op_5h
Cent_Op_6h
Cent_Op_7h
Cent_Bio_3h
Cent_Bio_4h
Cent_Bio_5h
Cent_Bio_6h
Cent_Bio_7h
SCent_Op_3h
SCent_Op_4h
SCent_Op_5h
SCent_Op_6h
SCent_Op_7h
SCent_Bio_3h
SCent_Bio_4h
SCent_Bio_5h
SCent_Bio_6h
SCent_Bio_7h

36.21 + 2,622
36.26 + 3.20%°
35.87 + 3.05%
35.67 + 3.63%
36.48 + 3.25%
38.45 + 4,432
38.59 + 2.27%
37.07 + 2.88%
37.15+2.28%
38.13+3.16%
36.19 + 2.64%
37.72+3.18%
35.56 *+ 2.16°
35.73 + 2.58%
37.32+2.96%
38.76 + 2.06%°
38.43 + 1.96%°
38.30 + 2.67
38.17 +2.10%
38.83 + 2.552

59.39+1.41
59.52 +1.77
59.15+1.94
59.24 + 2.05
59.42 +1.41
59.75 + 2.60
59.93+1.45
59.23 + 2.46
59.42 + 1.56
59.89 + 2.32
59.32+1.31
60.49 + 2.30
59.25+1.82
59.46 +1.91
60.26 + 1.86
60.36 £ 2.09
60.67 + 2.19
60.25 + 2.36
60.12 + 1.83
61.27 +1.53

61.28 + 3.96%°
60.98 + 3.882°
60.67 + 3.718°
60.24 + 4.44b¢
61.62 + 4.80%°
64.60 = 5.96°
64.64 + 3.322
62.90 + 3.732°
62.88 + 3.52a°
63.88 + 3.623°
61.20 + 4.243bc
62.31 + 3.323°
60.13 + 2.86°
60.20 + 3.23°¢
62.12 + 4.078°
64.46 + 2.28%
63.62 + 2.532°
63.76 + 2.893¢
63.74 + 2.528bc
63.64 + 4.232°

(P<0.05).

*DE= Desviacion Estandar; Los superindices con letras diferentes entre columnas representan diferencia significativa
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5. CONCLUSIONES

La calidad seminal en fresco de bovinos criollos mixtecos fue similar a la reportada

en diversos trabajos con la misma raza criolla.

Se encontraron diferencias en cuanto a la viabilidad de los espermatozoides pos
descongelados entre los tratamientos con y sin plasma seminal, obteniéndose

mejores resultados en aquellos eyaculados a los que se les retirg el plasma seminal.

La viabilidad espermatica pos descongelado fue diferente entre los criopreservados
con diluyente a base de lipoproteinas de origen animal y vegetal, encontrandose

mejores parametros en la utilizacion del diluyente de origen animal (Optidyl®).

No existié diferencia estadisticamente significativa entre los diferentes tiempos de
equilibrio. Sin embargo, los resultados estan dentro de los parametros aceptados

para la comercializacién de semen criopreservado para la especie bovina.

Se encontrd un efecto sobre la viabilidad espermatica con diferentes protocolos de
criopreservacion, donde la motilidad total y progresiva, asi como la mayoria de las
variables cineméticas fue mejor en el protocolo al que se les retiro el plasma
seminal, se diluyé con Optidyl® y se equilibré a 4 h por lo que se considera a este
protocolo como el mejor para criopreservar el germoplasma de bovinos criollos

mixtecos.

Se recomienda replicar este estudio con las diversas razas de bovinos criollos
mexicanos, asi como evaluar la capacidad fecundante tanto in vivo como in vitro de

los espermatozoides criopreservados.
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