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RESUMEN

Para probar un sistema de enfriamiento de semen, con fines

de congelacion a nivel de campo. de tres toros mantenidos en

clima tropical se uytilizaron cinco eyaculados de cada uno, para
‘determinar el efecto del enfriamiento de 350C a 50C en 453, 60 y
90 minutos, en la supervivencia post-descongelacién de los
egpermatozoides congelados en nitrégeno dentro de pajillas
francesas de 0.,5ml. La descongelacién se hizo por medio de
inmersibn en agua a una temperatura de 350C durante 30 segundos.

Los eyaculados se diluyeron tomando como base su volumen en
un diluente a base de citrato de sodio-yema de huevo
gliceroilandose, congelandose y descongelandose de la misma manera
todas las muestras.

El porcentaje de recuperacién de la viabilidad de los
eapermatozoides post-descongelacitn resulté mejor cuando los
espermatozoides se enfriaron de 350C a 50C en 90 minutos 45.3%
seguido por 60 minutos 26.8% y finalmente por 45 minutos 22.2%
existiendo entre los tres tratamientos una diferencia

significativa (P<0.0001)



INTRODUCCION

La  inseminacion artificial (I.A.), en las  especies
domésticas toma origen en el afio de 1780 con Lazaro Spallanzani,
fisiologo italiano del Ateneo de Pavia, quien experimento
fecundando a una perra en cele, infundiendole semen fresco de un
macho normal, directamente en el udtero, obteniendose al final de
la gestacion una camada normal de cachorros con caracteristicas
de los progenitores. En 1782, el propio Spallanzani le encarg6 al
profesor Pietro Rossi del Ateneo de Pavia, la experimentacién de
la fecundacion artificial de una perra, obteniendose pleno é&xito
(Bonadonna. 1962; Pérez y Pérez. 1966: Sorensen. 1982).

En 1787, Spallanzani durante sus investigaciones sobre el
esperma del sapo y de otros animales, aprecid por primera vez que
mientras el calor tiende a abreviar la vitalidad, el frio . por
el contrario, la prolonga impidiendo, segin el autor, los
fenbmenos de putrefaccidn (Pérez y Pérez, 1966).

En 1793, Spallanzani demostr6 que el agua a 20C resultaba,
en el caso de la rana, la mejor condicién para la conservacibn de
los espermatozoides vivos (Bonadonna, 1962; Pérez y Pérez. 1966).

En 1856, a Kollker y Waldeyer, les corresponde €l mérito de
la primera dilucién esperm&tica a base de un medio de
conservacidn organica. Se trata de orina recién recclectada como
medio de dilucidn espermdtica (Pérez y Pérez, 1966).

En 1866, Colin demostrd que el frio actuando sobre los
espermatozoides disminuye la capacidad motora, 1la cual se
recupera a medida que se eleva la temperatura (Bonadonna, 1962).

En 1876. Plonnis y Albrecht en Alemania, pusieron en



practica 1a I.A., en la especie canina (Pérez y Pérez, 1966).

En 1890, Repiquet en Francia, plantea la posibilidad de 1la
-IiA., presentando a la Academia Veterinaria una interesante
-comunicacién, para contrarrestar la esterilidad (Sorensen, 1982).

~ En- 1900, se empezaron estudios extensivos en animales
domésticos en Rusia y poco después en Japon (Bonadenna, 1962:
Pérez y Pérez. 1966).

En 1505, Hoffmann experimentd con la leche fresca como
diluyente para el semen (Pérez y Pérez, 1966).

De 1910 a 1913, Elias Ivanov demostrt las ventajas de
ciertas soluciones electroliticas como el Cloruro de sodio

{(NaCl). cloruro de potasic (KCl). en la diluciéon del esperma.
También observd que las testiculos aisladoz de un morueco
encontrade muerto entre la nieve hacia varias semanas y en estado
de congelacién. contenian espermatozoides vivos y con capacidad
fecundante (Pérez y Pérez., 1966)

En 1914, Poyarkov adicion6é azucares y observé que mejoraban
las condiciones iniciales de actividad espermdtica. En este mismo
aflo. Amantea, de la Facultad de Medicina en Roma, inovd la vagina
artificial (Bonadonna, 1962: Pérez y Pérez, 1966).

En 1920, se descubrid el verdadero sentidc de las sustancias
de accién amortiguadora. Wolf, demostré que los amortiguadores
affjadidos a 1os medios de dilucién del semen, aumentaron el tiempo
de Bupervivencia espermidtica (Pérez y Pérez., 1966).

En 1928, Ivanov efectud inseminacidén artificial en vacas y
ovejas (Sorensen, 1982).

En 1934, se intenta con €xito una técnica revolucionaria por

Datwiler, 3Sato ¥y Roemmele: la gelatinizaci6n del esperma. EI!



fundamento de 1la misma es que a mayor viscosidad en el medio
liquido en el que se encuentran los espermatozoides. menor
‘capacidad de movimientos de los mismos, y por lo tanto, hay mayor
posibilidad de supervivencia al ahorrarse energia en la cé&lula
espermatica (Pérez y Pé&rez, 1966).

En 1936. en Dinamarca se funda el primer centro de I.A. en
el mundo (Pérez y Pérez. 1966},

En 1938, la primera institucion de I.A. en Estados Unides,
fue la Cooperative Artificial Breeding Association No. 1,
establecida en Nueva Jersey (Sorensen, 1982).

En 1939, Phillips comprob6é el efecto favorable en la
dilucion del esperma en scluciones integradas por fosfate sodico.
fosfato potdsico y yema de huevo, obteniendose tiempos de
supervivencia de 180 horas (manteniendolo a temperatura de 4oC a
10gC (Pérez y Pérez, 1966).

En 1942, Salisbury utilizé el método de Phillips integrado
gon citrato de sodio y yema de huevo, obteniendo ventaias
evidentes {Bonadonna, 1962; Pérez y Pérez, 1966).

En 1947, Wilcinska y Laurans demostraron con el método de
Phillips, qgue la yema de huevo ofrecia accidn protectora intensa
gobre la morfologia espermatica (Pérez y Peérez, 1966).

En 1948. Smirnov consiguid éxitos fecundantes con esperma de
tore mantenido durante 10 dfas a temperatura de -280C a -83gC
(Pérez y Pérez, 1966).

En 1950, Tacker y Almquist obtuvieron resultados favorabiles
disolviendo el esperma con leche y extracto de yema. También, en

este afio Cassou. en Francia, puso en practica un nuevo método de




consefvuchn en 'base a leche descremada en polvo, pero .no fue
superior al de Sa)isbury con cihrato,delsodio‘y;yema (Pérez vy
Pérez, 1966).

En 1952, Polge y Rdwson‘ experimentaron incorporando
glicerina . al' medioc- ‘en !i con&entracibn de 5-10%. Diluyexrtn
ma;erinl seminal inicia}mente con diluyente citrato-yema,
affadieron .a continuacidn glicerina y se mantuvo en inmersién de
nieve carbénica y etanol a la temperatura de -79oC (Bonadonna.
1962; Pérez y Pérez, 1966). En este mismo afic en Inglaterra,
Polge ¥ Emith congelan el primer semen con nieve carb6nica (Pérez
y Pérez, 1966).

El descubrimiento de los antibioticos como la penicilina,
estreptomicina y sulfanilamida. meJjorS los resultados en la
conservacion del esperma (Bonadonna, 1962: Pérez y Pérez, 1966).

Bonadonna en 1962, hace notar que el enfriamiento puede ser
nocivo cuando se realiza en forma repentina.

También hay autores que han bajado la temperatura de 350C a
S5oC en tiempos que varian de 75 minutos a 1.5 horag sin que se
afecten o interfieran sus resultadoes al final de sus pruebas
(Bonadonna, 1962: Almgquist y Wiggin. 1973; Wiggin y Almquist,
1975: Robbins et al.. 1976: Almquist et al.. 1882).

Ennen et al.., 1976 menciona gue en los resultados de su
egstudio, observé que la motilidad de los espermatozoides
enfriados por 2 o 4 horas no vari¢é y que los espermatozoides
enfriados por m&s de 4 horas mostraron una motilidad superior a
aquellos espermatozoides enfriados en 30 minutos.

Segun McDonald, 1978, el semen parcialmente diluido, se le

disminuye la temperatura de 350C hasta 5¢C con un promedio de



déscenso_ de 6¢C por hora durante un tiempo que va de 5 a 5.5
hérqé. '

‘Hafez. 1984, hace notar gque el enfriamiento debe ser lento,
tomando al menos una hora para enfriar la mezcla de 300C a 159oC.

En general, dentro del proceso global de congelacitn de
semen se han utilizado y se estan utilizando los mas diversos
tiempos de enfriamiento del semen y gue van de 75 minutos hasta
5.5 horas., pero no se tiene ninguna correlacidén entre los
diferentes tiempos y sus efectos en la recuperacién espermatica
post-descongelacidn.

El presente trabajo pretende hacer una evaluacién de 3
diferentes tiempos de enfriamiento Yy su relacién con la
recuperacibn espermitica post-descongelacibdn.

A) Tratamiento No. 1: de 350C a 50C en 45 minutos.
B) Tratamiento No. 2: de 350C a 50C en 60 minutos.

C) Tratamiento No. 3: de 350C a 59C en 90 minutos.



OBJETIVOS

Evaluar 3 diferentes tiempos de enfriamientc para la
congelacién de semen bovino, por medio de la recuperacién
esperm&tica después de la descongelacién.

Determinar cual de los tiempos de enfriamiento es el mas
eficaz para la congelacién del semen.




MATERIAL Y METODOS..

MATERIAL UTILIZADO

Bario marta

Bastones de aluminio (Rack)

Colector de semen

Cubreobjetos

Diluyente Fraccion "A": Citrato de sodioc
Yema de huevo
Agua bidestilada
Estreptomicina
Penicilina G Poté&sica

Diluyente Fraccitn "B": Citrato de sodio
Yema de huevo
Agua bidestilada
Glicerol
Estreptomicina
Penicilina G potésica

Electroeyaculador

Embudos de latex

Empajilladora automética

Gobellets

Gradilla de congelacién

Hielera

Hielo

Ligas de hule

Microscepio compuesto

Nitrbégenc liguido

Platina té&rmica

Pajillas francesas de 0.5m).

Portaobjetos

Recipientes para semen-diluyente

Regla para medir el nivel de nitrégeno

Releoj



Termomeffo'

Tiiérqs .
TinCiéh'eosinu—nigrosina
Toros: 1 Brahman

1 Indobrasil
1 Simmental

Tubos de centrifuga graduados
“Unidad de almacenamiento de nitroég

Unidad de congelacién

METODC

De tres toros se uti{izéfgniQ)ﬁcoﬂeyaEUIAdos de cada uno.
los toros pertenecian al Rancho "Don Pepe”. ubicado en la colonia
La Esperanza, Municipio de Jeaué Carranza, Veracruz. La raza de
cada uno de los toros fue:

1 Brahman
1 Indobrasil
1 Simmental

Se usc un diluyente a base de yema de huevo, citratc de
sodio y glicercl (Figura 1). La porcién amortiguadora contenfa
2.9 gramos de citrato de sodio y se aforé a 100ml. con agua
bidestilada. El amortiguador y la yema de huevec se combinaron
para obtener una proporcién de 80% de amortiguador y 20% de yema
de huevo por volumen. E1l diluyente basico se dividis en 2
fraccicnes:

FRACCION "A": Consistié en el diluyente basico de yema—-citrato vy
antibiGticos (img de estreptomicina y 1000 U.I. de
penicilina G potédsica/ml de diluyente).

FRACCION "B": Consistio en el diluyente bésico y una concentra-—

cién de 14% de glicerol por volumen (Robbins et
al., 1976},



2. 99 DE CITRATO DE SODIO AFORADOS A 100ml1 CON AGUA BIDESTILADA.
(Solucion amortiguadora)

80ml DE SOLUCION AMORTIGUADORA + 20m! DE YEMA DE HUEVO.
{Diluyente basico)

ANTIBIOTICOS GLICEROL
(FRACCION “"A") (FRACCION "B")

FIGURA 1.
REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA PREPARACION DEL DILUYENTE A BRSE
DE YEMA DE HUEVO Y CITRATO DE SODIO.
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Cada uno de los toros se trabajé dentro de una manga de

mane jo de ganado. Después de que el toro fue colocado en el sitio
de trabajo se procedit a asear y rasurar la zopa prepucial,
Posteriormente se introdujo el electroeyaculador via rectal y por
este medio se obtuvo el eyaculado. Los toros fueron trabajados el
mismo dfa y una vez por semana.

El eyaculado fue evaluado y debié de tener por lo menos el
60% de motilidad, una concentracitn de 1500 millones de células
espermaticas/ml como minimo y un volumen de 5ml o m&s (Figura 2).
8i el eyaculado no reuni® estos requisitos, se desechd y se
procedi6 a la obtencitn de otro nuevo eyaculado.

8i el eyaculado tenfa una calidad satisfactoeria de volumen,
concentracién y motilidad, se procedis a diluirlo a upa
temperatura de 359C en una proporcién de 1:3 (v/v) (una parte de
semen por dos partes de diluyente). con la fraccion “A",
proporcionando asi la mitad del volumen final y el doble de la
concentracién final de espermatozoides (Wiggin y Almquist, 1975;
Ennen ot al., 1976).

Esta primerae mezcla de gemen—diluyente se dividi¢é en 3
porciones iguales y se enfriaron cada unpa de las muestras de la
siguiente manera:

A} Tratamiento No. 1 (T1): de 35¢C a 50C en 45 minutos,.

B) Tratamiento No. 2 (T2): de 350C a 50C en 60 minutos.

C) Tratamiento No. 3 (T3): de 35¢C a 50C en 90 minutos.

Cada wuna de las muestras semen:diluyente., =se coloc6 en
recipientes de 125ml y estos a su vez se colocaron en bafic maria
a 350C dentro de otros recipientes de 250ml, 500ml y 1000m! con

el fin de formar una camisa tdrmica para proteger a la muestra

durante el enfriamiento de 45, 60 y %0 minutos respectivamente de

11



acuefdo al . tamafio ".de : cada recipiente. Este conjunto de
: rééipiqntpér;fﬁe puesto en el agua con hielo para dar inicio al
?epfripmienfb;‘ 7

' gl p;omedio de velocidad de descenso de la temperatura por
1fmihﬁto_fue de 0.660C, 0.500C y 0.330C para lag muestras de 45, 60
:y‘éo minutos respectivamente (grafica 1).

- Posteriormente. al terminar cada recipiente con su perfode
de enfriamiento se procedio a glicerolar de la siguiente manera :
A 59C adicionande un velumen de la fraccion “B" igual a la
fraccién "A" ma&s semen, incrementande 10, 20, 30 y 40% del
volumen de la fraccion "B" a intervalos de 10 minutos (Robbins et
al.. 1976).

La congelacion se realizo con vapor de nitrégeno liquidoe de
la siguiente forma: lag pajillas ya llenas se colocaron en forma
horizontal sobre una gradilla gque se encontraba dentro de la
unidad de congelacidn junto con el nitrégeno liquido a unos 4
centimetros sobre el nivel del nitrégeno aproximadamente. La
congelacién con e}l wvapor de nitrégeno duré 15 mnutos Yy
posteriormente Se sumergieron las pajillas dentro del nitrogenco
l1fquido (Almguist y Wiggin. 1973: Pickett y Berndtson. 1974;
Wiggin y Almquist. 1975}).

Las pajillas con el semen ya congelado, se almacenaron en un
contenedor de nitrdbgeno durante 2 semanas.

Para la evaluacion se seleccionaron al azar 5 pajillas por
cada tratamiento. los cuales se descongelaron por inmersién

agua a una temperatura de 359C durante 30 segundos (Robbins

R s

al.. 1973: Rodrigez et al., 1975: Becker et al.., 1977: Pace
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al., 1981).

La evaluacién se basé en el porcentaje de esperma;oZoideér
vivos post-descongelaci6n. Esto se determind por medio de uné
tincién de eosina-nigrosina, haciendo un frotis, la observacidn
se hizo utilizando un microscopio compuesto.

Se procedic a tefiir la muestra descongelada siguiendo. la
metodologfa propuesta por Herrick y Self, (1965), modificada por
Cameron ({1977} y Moss et al..(1979) de la siguiente manera: Se
prepar® una solucion de citrato de sodio al 2.9% y se mantuvo a
una temperatura de 350C. Se diluy6 el contenido de la pajilla
(0.5ml) en 0.5ml de la soluci6n de citrato de sodio en un tubo de
ensaye mezclandose con suavidad.

A esta mezcla se le afiadi6é una gota de eosina previamente
calentada a 359C, se mezcl6 suavemente y se dejo reposar por
tres minutos.

Se afiadio una gota de nigrosina a 350C mezclando suavemente

dejando reposar por dos minutos.

Se agregb una gota de la mezcla coloreada en un portaobjetos
Y 3¢ realizé un frotis que se dejé secar.

Se contaron cien egpermatozoides de cada frotis,
que se observd al microscopio compuesto diferenciando entre wvivos
y muertos y el resultado se expresd en porcentalje,

Los datos se evaluaron estadisticamente mediante andlisis de
varianza con arreglo factorial, transformando al arcosenc los
valores expresados en porcentaje, mediante el paquete estadistico
8AS en su modalidad PROC GIM utilizando el siguiente modelo
matemdtico:

Yijkl = u + Ti + Mj + TEk + Eijkl

13



Yijkl

Eijkl

Variable de respuesta de el porcentaje de espermatozoides
vivos post-descongelacion para el toro i en el eyaculado

j ¥y en el tiempo de refrigeracion k.

Media poblacional constante.

Efecto de toro muestreado (i=1,2,3)

Efecto de cada muestra de eyaculado (j=1.2,3,4.5)
Efecto del tiempo de enfriamiento (k=1,2,3)

Error aleatorio asociado con cada observacion.

14



PREPARACION OBTENCION
DEL TORO «— DEL EYACULADO ..—EVALUJ\CION.__.NO SATISFACTORIO

DESECHO

'SATISFACTORIO

 DILUYENTE "A"

TL T2 T3

GLICEROLACION
EMPAJILLADO
|
CONGELACION
ALMACENAMIENTO

DESCONGELACION

TINCION Y EVALUACION FINAL.

FIGURA 2.
DIAGRAMA DE FLUJO PARA EL MANEJO DEL SEMEN.
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CARACTERISTICAS DE LOS EYACULADOS OBTENIDOS Y VOLUMEN DE DILUCION

TORO - A B C: oD E F G H 1 J K
1 707 7400 12 24 36 36 72 144 3 5

i -2 70 500 - 9.-- 18 27 27 54 108 3 5

# Brahman = 3770500 - 9.-:18° 27 27 54 iog8 3 5
. - 4 70 500 9 18 27 27 54 108 3 5
5 70 400 10 20 30 30 60 120 3 5

1 70 500 10 20 30 30 60 120 3 5

- . 2 70 400 8 16 24 24 48 96 3 5
Indobrasil 3 70 400 9 18 27 27 54 108 3 5
4 70 400 9 18 2?7 27 54 108 3 5

S 70 400 9 18 27 27 54 108 3 5

70 350 12 24 36 36 72 144
70 500 10 20 30 30 60 120
70 400 10 20 30 30 60 120
70 500 9 18 27 27 54 108
70 500 a8 16 24 24 48 96

Simmental

[4, AT SRS
[AESEARAREA)
uuooa

CLAVE DE LAS COLUMNAS:

: Numero de eyaculado

Motilidad masal en porcentaje.

Concentracion espermatica en miles/milimetro cubico.

Volumen en mililitros.

Cantidad agregada e¢n mililitros de diluyente ™A

Volumen total en mililitros de diluyente “A" + Semen

Cantidad agregada en mililitros de diluyente "B*

Volumen total en mililitro diluyente "A" + Semen + Diluyente "B"
: Ndmero de dosis procesadas

: Ndmero de tratamientos/eyaculado

: Nimero de dosig evaluadas/cada tratamiento

ALUHTOMMUY G W

16



RESULTADOS Y DISCUSION
En el cuadro 1, se presentan los cuadrados medios del
ansSlisis de varianza para los diferentes factores que afectan la
recuperaci6bn de los espermatozoides después de descongelar y se
observa que no existieron diferencias significativas para el
efecto del toro ni para el efecto del eyaculado, pero 351 entre

tratamientos de enfriamiento (P<0.0001)

CUADRO 1.
ANALISIS DE VARIANZA PARA LA RECUPERACION DE LA MOTILIDAD
PROGRESIVA POST-DESCONGELACION DE ESPERMATOZOIDES DE TOROS, CON
TRES DIFERENTES TIEMPOS DE ENFRIAMIENTO ANTES DE CONGELAR.

FUENTES DE VARIACION GL CUADRADOS MEDIOS F P
TORO 2 8.31 0.67 0.51
ENFRIAMIENTO 2 4291.91 345.24 0.0001
EYACULADO 4q 5.50 0.45 0.77
ERROR 216 12.43

La recuperacién espermitica post—descongelacién considerada
como porcentaje de espermatozoldes vivos fue de 22.2, 26.8 vy
45.3% para los tratamientos de enfriamiento de 350C a 50C en 45,
60 y 90 minutos respectivamente, siendo estas diferencias
significativas (P<0.0001}(Cuadro 2)(Gr&fica 1)(Anexos 1.2 y 3).

El enfriar a los espermatozoides en un lapsc de tiempo de 90
minutos didé por resultade mas células vivas post-degscongelacion
gue los espermatozoides enfriados durante 45 y 60 minutos, pero a
su vez 60 minutos fue mejor para el porccntaje de espermas vivos
que 45 minutos. Mann en 1964. compar®é el consumo espermatico de
fructuosa o fructuolisis en el medio de dilucibébn en semen de toro

baje las siguientes condiciones: fresco, enfriado lentamente ¥y

17



. enfriado ripidamente observando que a log 30 minutos la fructuosa
utiliéa&n‘ fue'de 2.8, 2.1y 0.3mg/ml de semen para cada uno de
loé’ tratamientos respectivamente, a los 60 minutos la fructuosa
utilizada fue S5, 4.2 y 0.4mg/ml de semen en el misma orden y
finalmente a los 90 minutos los espermatozoides utilizaron 6.8,
5.9 y - 0.5mg de fructuosa por mililitro de semen para cada

'tr;ﬁamiento respectivamente, el enfriamente lento en este trabaljo
censistié en bajar 50C cada hora. los resultados sugieren que el
bajo consumo de fructuosa sefialado para el semen con enpfriamento
répido a mas de 50C por hora correspondidé a espermatozoides
muertos, pero el autor no fmenciona con que porcentaje se
correlaciont, coincidiendo el principio fisiolégico del consumo

de fructuosa con la motilidad encontrada en este trabajo.

CUADRO 2.
PROMEDIOS + ERROR ESTANDAR PARA LA RECUPERACION DE LA MOTILIDAD
PROGRESIVA POST-DESCONGELACION DE ESPERMATOZOIDES DE TOROS, CON
TRES DIFERENTES TIEMPOS DE ENFRIAMIENTO ANTES DE CONGELAR.

TRATAMIENTO RECUPERACION DE LA MOTILIDAD PROGRESIVA (%)
45 MINUTOS 22.21 + 0.64 ¢
60 MINUTOS 26.86 + 0.64 b
90 MINUTOS 45.32 + 0.64 a

Letras diferentes representan diferencias significativas (P<0.01)
El enfriamiento consistid en bajar de 35 a 5 grados centigrados
durante el tiempo del tratamiento.

Hubo diferencia gignificativa en el nGmero de
egpermatozoides vivos post-descongelacibn en los tratamientos de
45 y 60 minutos. El enfriamiento de 350C a 50C durante 60 minutos
fue superior al enfriamiento de 45 minutos, pero, ambas fueron

inferiores al nGmero de células vivas en el enfriamiento de 90
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minutos. Foote (1978), menciona que ia mortalidad espermatica en
e] semen refrigeradc ton respecto al semen fresco puede ser de 20
a 60% dependiendo de varios factores, entre ellos la velocidad de
enfriamiento, en base a los valores sefialados, la recuperacidn de
células espermiticas vivas en el tratamiento de 90 minutos de
este trabajo fue de 45.32% coincidiendo con lo mencionade por
Foote (1978}, por lo que se puede considerar aceptable. Pero los
tratamientos de 60 y 45 minutos aunque fueron diferentes
estadisticamente, se situan en el limite mds bajo mencionado por
este autor por lo gue se pueden congiderar como no satisfactorios
con fines de inseminacidén artificial. El mismo autor menciona que
no se ha determinado adecuadamente la tasa Sptima de enfriamiento
en diferentes diluentes, pero como recomendacion general el
enfriamiento rdpido debe evitarse.

El disminuir la velocidad de enfriamiento a 60 minutos
resultd en una supervivencia post-descongelacidn superior,
mientras que en log enfriamientos rapidos de 45 y 60 minutos no
se mejord la recuperacibén espermitica post—-descongelacion. Los
resul tados obtenidos de la recuperacidn espermatica post—
descongelacién en los tratamientos enfriados de 350C a 59C en 45,
60 ¥y 90 minutos fueron independientes al mé&todo de glicerolacidn.

congelacién. descongelacibn y raza de los toros.
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GRAFICA 1.

PORCENTAJE DE SUPERVIVENCIA DE
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CONCLUSIONES

Los me jores resultados se obtuvieron cuando se enfrié de
350C a 5oC en un periodo de 90 minutos y la recuperacioén
de la viabilidad espermética post-descongelacidén disminuyd cuando
se incrementd la velocidad de enfriemiente a 60 minutos vy
disminuys aln mds a 45 minutos.

La recuperacidn obtenida para el tratamiento de 90 minutos
es un valor aceptable para el semen bovino. 8in embargo las
diferencias obtenidas entre los tratamientos del presente estudio
no pueden ser comparadas ya que no se encontré infermacidn al
respecto bajo condiciones tropicales.

Las diferencias posiblemente se debieron a:

— Chogque frio. debido a posibles cambios en diferentes niveles de
la superficie y/o porciones internas del espermatozolde durante
el enfriamiento.

-~ Dafios fisicos de los espermatozoides.

-~ Daffos quimicos producidos por los diferentes componentes del
diluyente y su interaccitn con la temperatura.

Log mejores resultados del estudio realizade a nivel de
campo, se obtuvieron al enfriar el semen de 350C a S0C en 90
minutos, por lo tanto, puede recomendarse esta técnica evitando
un enfriamiento mds rapide en tanto no se realicen mas

investigaciones al respecto.
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ANEXO 1
" RESULTADOS OBTENIDOS EN EL TRATAMIENTO 1.

TORO BRAHMAN.

NO. DE . ESPERMATOZOIDES ESPERMATOZOIDES
EYACULADO PAJILLA VIV0S/DOSIS MUERTOS/DOS1S
i 1 25 75
1 2 16 B84
1 3 15 85
1 4 23 77
i 5 28 72
2 1 20 80
2 2 27 73
2 3 14 86
2 4 30 70
2 5 21 79
3 1 i8 82
3 2 24 76
3 3 29 71
3 4 25 75
3 5 22 78
4 1 26 74
4 2 21 79
4 3 30 70
4 4 19 81
4 ] 15 85
5 1 23 77
5 2 26 74
5 3 18 82
5 4 17 B3
S5 S 27 73
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ANEXO 1

RESULTADOS OBTENIDOS EN EL TRATAMIENTO 1.

TORO INDOBRSIL.

NO. DE . ESPERMATOZOIDES ESPERMATOZOIDES
EYACULADO PAJILLA VIVOS/DO3IS MUERTOS/P0SIS
1 1 26 74
1 2 17 83
1 3 23 77
1 4 25 75
1 5 23 77
2 1 30 70
2 2 20 80
2 3 24 76
2 4 24 76
2 S 18 82
3 1 22 78
3 2 27 73
3 3 19 81
3 4 20 80
3 S 23 77
4 1. 21 79
4 2 21 79
4 3 28 72
4 4 19 81
4 5 25 75
5 1 22 78
5 2 16 84
5 3 16 84
S 4 15 a5
5 5 29 71
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ANEXO 1
RESULTADOS OBTENIDOS EN EL TRATAMIENTO 1.

. TORO SIMMENTAL.
NO..DE ESPERMATOZOIDES ESPERMATOZOIDES

. EYACULADO . . . " PAJILLA VIVOS/DOSIS MUERTOS/DOSIS
i 1 21 79
1 2 17 83
1 3 25 75
1 4 15 B85
1 5 27 73
2 1 26 74
2 2 15 85
2 3 23 77
2 4 22 78
2 S 30 70
3 1 21 79
3 L2 19 81
3 3 29 71
3 4 20 80
3 5 25 75
4 1 18 82

L L2 16 84
4 3 24 76
4 4 27 73
4q 5 30 70
5 1 28 72
95 2 11 89
5 3 18 82
5 4 i8 82
5 ] 23 77
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. ANEXO 2
RESULTADOS OBTENIDO3 EN EL TRATAMIENTO 2.

"TORO BRAHMAN.

NO. DE° Lo ESPERMATCZOIDES ESPERMATOZOIDES
EYACULADO PAJILLA VIVOS/DOSIS MUERTOS/DOSIS
1 1 15 85
1 2 19 81
b3 3 32 68
1 4 28 72
1 ] 20 80
2 "3 30 70
2 2 25 75
2 3. 22 78
2 -4 18 82
2 S 32 68
3 1 29 71
3 2 26 74
3 3 24 76
3 4 28 72
3 5 34 66
4 1 27 73
4 2 30 70
4q 3 31 69
4q 4q 28 72
4 5 21 79
S 1 36 64
5 2 24 76
5 3 28 72
5 4 21 79
5 5 32 68
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ANEXO 2
RESULTADOS OBTENIDOS EN EL TRATAMIENTO 2.

_ TORO INDOBRSIL.

NO. - DE - - : ESPERMATOZOIDES ESPERMATOZOIDES
EYACULADO PAJILLA VIVOS/DOSIS MUERTOS/DOSIS
1 1 35 65
1 2 25 75
1 3 24 76
1 4q 34 66
1 S 26 74
2 1 17 83
2 -2 28 72
2 3 35 65
2 4 30 70
2 S 20 80
3 1 34 66
3 2 27 73
3 3 23 77
3 4 22 78
3 5 33 67
4 1 24 76
4 2 20 80
4 3 30 70
4 4 a1 69
4 S 25 73
5 1 31 69
<] 2 36 64
3 3 26 74
] 4 23 77
5 5 as 65
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ANEXO 2

RESULTADOS OBTENIDOS EN EL TRATAMIENTO 2.

TORO SIMMENTAL.

NO. DE ESPERMATOZOIDES ESPERMATOZOIDES
EYACULADO PAJILLA VIVOS/DOSIS MUERTOS/DOS1S
1 1 33 67
1 2 27 73
1 3 16 84
1 4 34 66
1 5 21 79
2 1 33 67
2 2 19 81
2 3 31 69
2 ) 22 78
2 5 29 71
3 1 29 71
3 2 33 67
3 3 23 77
3 4 25 75
3 5 21 79
4 1 29 71
4 2 22 78
4 3 20 80
a a 24 76
4 5 32 68
5 1 27 73
5 2 27 73
5 3 23 77
5 4 35 65
s 5 26 74
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ANEXO 3
RESULTADOS OBTENIDOS EN EL TRATAMIENTO 3.
TORO BRAHMAN.

NO. DE ] ESPERMATOZOIDES ESPERMATOZOIDES

EYACULADO - PAJILLA VIVOS/DOSIS MUERTOS/DOSIS
1 1 43 57
1 2 38 62
1 3 49 51
1 4 42 se
1 5 41 59
2 1 39 61
2 2 41 59
2 3 52 48
2 4 52 48
2 ] 40 60
3 1 51 49
3 2 40 60
3 3 30 70
3 4 42 58
3 5 40 60
4 1 44 56
4 2 40 60
4 3 49 51
4 4 41 59
4 5 45 35
5 1 48 52
5 2 47 53
5 3 37 63
3 4 49 51
] 5 58 42
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ANEXO 3
RESULTADOS OBTENIDOS EN EL TRATAMIENTO 3.
TORO INDOBRSIL.

‘NO,: DE--

g ESPERMATOZOIDES ESPERMATOZOIDES
EYACULADO VIVOS/DOSIS MUERTOS/DOSIS
1 1.0 55 a5

1 2 47 53
1 =3 44 56
1 - 4 46 54
e E- A 56 a4
27 L 41 59
2 2 a8 62
2 3 36 64
2 4 40 60
2. 5 51 49
3 1 43 57
3 2 39 61
3 3 45 55
3 4 42 58
3 5 54 46
4 1 43 57
4 2 57 43
4 3 38 62
4 L4l 42 58
4 5 46 54
5 1 50 50
5 2 53 47
5 3 47 53
5 4 46 54
5 ] 52 48
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ANEX0.3

RESULTADOS OBTENIDOS EN EL TRATAMIENTO 3.

©\TORO. SIMMENTAL.,

NO-DE .. T O ' ESPERMATOZOIDES ESPERMATOZOIDES
. "EYACULADO “PAJILLA ==+ - VIVOS/DOSIS MUERTO0S/D0OS1S
1 1 48 52
1 T2 50 50
1 223 54 46
1 4 56 44
1 -k 48 52
2 © 1 31 69
2 -2 53 47
2 3 38 62
2 4 41 59
2 -] 44 56
3 o s 55 45
3 2 39 61
3 3 46 54
3 4 35 65
3 5 43 57
4 1 50 50
4 2 53 47
4 3 44 56
4 4 48 52
4 5 45 55
5 1 47 53
] 2 50 50
S 3 32 68
5 4 49 51
S 5 51 49
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