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1. INTRODUCCION

Durante el proceso de congelacién y descongelacion al que es sometido el semen bovino, ocurren
diferentes formas de lesiones celulares, lo que ocasiona una disminucion en la motilidad, viabilidad y
la capacidad de fertilizacion del esperma después de la inseminacion (Chaveiro, Machado, Frijters,
Engel, & Woelders, 2006). Uno de los principales factores que reduce la viabilidad del
espermatozoide, es la formacion de hielo intracelular, por tal razon la composicién del diluyente y la
naturaleza del crioprotector de semen podrian ayudar a reducir este dafio. El crioprotector utilizado
con mas frecuencia es el glicerol, que debe ser usado a bajas concentraciones (menos del 4%) debido a
su potencial de toxicidad (Bhur, Fiser, Bailey, & Curtis, 2001), por tal razén, en la actualidad se ha
investigado la utilizacion de otros agentes crioportectores menos dafiinos, tales como los agentes no
permeables dentro de estos azucares como la rafinosa, trehalosa y sacarosa, estos favorecen la
excrecion de agua fuera de la célula, a fin de disminuir la formacion de cristales de hielo intracelular.

La trehalosa es un disacarido no reductor, es producida por diversos organismos en respuesta a
condiciones de estrés como: la deshidratacion, temperaturas extremas y choque osmético (Cerrultti,
Segovia de Huergo, Galvagno, Schebor, & Buera, 2000). Ademas, es un estabilizador de
biomoléculas, incluyendo proteinas. De Leeuw, De Leeuw, Den Daas, Colenbrander, & Verkleij
(1993) investigaron el efecto de la adicion de trehalosa y sacarosa a un medio de congelacién de
semen de toro y encontraron que la sacarosa puede tener un pequefio efecto positivo en la
supervivencia del esperma, en estudios hechos por Woelders, Matthijs, & Engel (1997) se encontrd
gue la adicién de sacarosa o trehalosa contribuye a la proteccién del espermatozoide dependiendo la
osmolaridad del medio. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio es determinar el efecto de los
agentes crioprotectores no permeables tales como trehalosa, sacarosa, rafinosa y lactosa, en
combinacion con glicerol, sobre las caracteristicas fisicas del semen de toro. Especificamente, se
pretende comparar el efecto sobre las caracteristicas fisicas de los espermatozoides bovinos de un
crioprotector de los agentes no permeables de trehalosa y sacarosa frente a un diluyente comercial.

2. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en la parroquia Huambi del cantdén Suctla, donde se colectaron 6 eyaculados de un
semental de raza Limusin, mediante el método de vagina artificial, (42-43°C) usando una hembra en
celo para la monta. Inmediatamente después de la colecta, se realizaron las evaluaciones para
determinar calidad seminal previa a la congelacion. Los eyaculados que presentaron una motilidad
progresiva > 80% Yy una concentracion superior a 1.0 x 10° espermatozoides ml?, fueron congelados.
Cada eyaculado se dividié en tres partes y fueron utilizados en tres diluyentes: Trehalosa a una
concentracion de 25 mM con glicerol; Sacarosa a 20 mM con glicerol; y Triladyl, y se ajustd a una
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dosis de 100 x 10° de espermatozoides y luego fueron sometidos a un periodo de equilibrio durante 3
horas a 5°C. Posteriormente, el semen diluido se envasé en pajuelas de 0.5 ml y estas fueron colocadas
sobre vapores de nitrogeno liquido durante 15 minutos, luego sumergidas y guardadas en nitrégeno
liquido. Después del almacenamiento de 10 dias, se descongelaron a bafio Maria 10 pajuelas por
eyaculado para la valoracién de la calidad seminal [(motilidad progresiva espermatica, porcentaje de
espermatozoides vivos/muertos, porcentaje de espermatozoides normales/anormales (morfo-
anomalias)]. Para el anélisis de los datos se aplicé un Anélisis de Varianza (ANOVA) y las diferencias
estadisticas entre medias se identificaron mediante la prueba de Tukey en el paquete estadistico SPSS
Statistics 19.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas seminales antes de la congelacién, las cuales no
mostraron diferencias estadisticas entre diluyentes (P>0.05); estos resultados se encuentran dentro de
los valores normales para un eyaculado de semental (Medina-Raobles, Sanchez-Carvajal, Velasco-
Santamaria, & Cruz-Casallas, 2007). En el presente estudio, el uso de crioprotectores no permeables
como la Trehalosa con glicerol y Sacarosa con glicerol, para la congelacion de semen de toros de raza
carnica, no mejoraron las caracteristicas seminales postdescongelacion (P>0.05). Similares resultados
han sido reportados por Moura, Deschamps, & Moraes-Ferrugem (1995), quienes encontraron que las
caracteristicas seminales no mejoran con la inclusion de Trehalosa en un diluyente a base de glicerol.
Sin embargo, la inclusion de Trehalosa en diluyentes sin glicerol puede mejorar la motilidad de los
espermatozoides (Molinia, Evans, & Maxwell, 1994).

El-Sheshtawy, Sisy, & El-Nattat (2015) sugieren que la adicion de Trehalosa y Sacarosa al 50
mM I o Trehalosa y Sacarosa al 100 mM I tienen un efecto benéfico en la congelacion-
descongelacién de semen diluido de toro; nuestros resultados, contrarios al mencionado estudio,
quizas se deban a la utilizacion de una concentracion inferior de estos crioprotectores no permeables
(25 mM para Trehalosa y 20 mM para Sacarosa). Sin embargo, se puede observar que la motilidad
progresiva luego de la descongelacion mejor6 con el uso de un diluyente comercial Triladyl (P<0.05),
aunque el porcentaje de espermatozoides vivos fue menor (P<0.05) con respecto a los dilutores que
usaron Trehalosa y Sacarosa. Similares datos fueron reportados por Villa (1996), quien compar6 un
protocolo tradicional tris-yema de huevo contra Triladyl y demostré que, bajo condiciones ambientales
tropicales, la movilidad espermatica post-descongelacion mejora con la utilizacion del crioprotector
comercial (P<0.05), no obstante, el uso de estos tres diluyentes (Trehalosa, Sacarosa y Triladyl), no
mostrd diferencias al comparar el porcentaje espermatozoides normales (P>0.05) post descongelacion.

Tabla 1. Comparacion de dos agentes crioprotectores no permeables frente a un diluyente comercial
sobre las caracteristicas fisicas del semen bovino.

iob| Semen sin congelar Semen post-descongelamiento
Variable Trehalosa Sacarosa Triladyl Trehalosa Sacarosa Triladyl
MIP (%) 84.002 81.50% 83.502 32.00° 29.45° 46.50?
V (%) 83.5° 84.5 862 33.85° 31.85° 51.80°
A (%) 90.5° 89.0° 91.5 86.22 84.85% 86.852

Letras diferente literal en la misma linea y para cada fase de evaluacion, indican diferencia estadistica
ab¢(P<0.05). MIP: motilidad individual progresiva; V: espermatozoides vivos/muertos; A: espermatozoides
normales/anormales

uc Facultad de Ciencias Agropecuarias 110



MASKANA, Producciéon Animal-2017

4. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio indican que la utilizacion de crioprotectores no permeables como la
Trehalosa con glicerol y Sacarosa con glicerol no ayudaron a mejoran las caracteristicas fisicas del
semen bovino durante el proceso de congelado y descongelado. Ademaés, es importante seguir
desarrollando esta linea de investigacion para evaluar si mayores concentraciones de estos
crioprotectores en el dilutor mejoran las caracteristicas seminales.
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