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RESUMEN

La preservacion de espermatozoides ha dado cabida a poder preservar el
germoplasma masculino de animales de un importante valor zootécnico como lo son los
animales rumiantes. A través de la inseminacion artificial y otras técnicas de reproduccion
asistida, se alcanza un alto nimero de descendencia partiendo de un animal con excelentes
cualidades tanto genéticas como reproductivas. Debido a la importancia de la
preservacion en la reproduccion animal, este estudio evalua el efecto de un medio
enriquecido constituido por el medio de cultivo celular comun (MEM) combinado con
suero fetal bovino (SFB) frente a un medio de cultivo constituido unicamente del medio
MEM durante 4 horas y un control inicial (hora 0), en donde la viabilidad es el factor
principal para evaluar. Se trabajo con el testiculo proveniente de un toro, los gametos se
extrajeron de la cola del epididimo y se los preservd en ambos medios sefialados
anteriormente. Se realizo la tincion con eosina nigrosina en muestras espermaticas, con
la que se valor6 a los espermatozoides vivos. La muestra de espermatozoides provenientes
del empleo del medio MEM present6 un resultado de alrededor del 93%, valor superior
en el pardmetro a evaluar comparado con el porcentaje de espermatozoides viables
obtenidos del empleo del medio enriquecido MEM+SBF que fue de alrededor del 64%,
siendo el SFB mas bien un factor deletéreo, lo que hace que el medio de preservacion
MEM sea el optimo para mantener la viabilidad de los espermatozoides, pudiendo ser
empleado en técnicas de reproduccion

Palabras clave: Espermatozoides, preservacion, bovinos, epididimo, viabilidad,

germoplasma.



ABSTRACT

The preservation of sperm has made it possible to preserve the male germplasm of
animals of important zootechnical value such as ruminants. Through artificial
insemination and other assisted reproduction techniques, a high number of offspring is
reached starting from an animal with excellent genetic and reproductive qualities. Due to
the importance of preservation in animal reproduction, this study evaluates the effect of
an enriched medium consisting of the common cell culture medium (MEM) combined
with fetal bovine serum (SFB) compared to a culture medium consisting solely of the
medium MEM for 4 hours and an initial control (hour 0), where viability is the main
factor to evaluate. The testis from a bull was worked, the gametes were extracted from
the tail of the epididymis and they were preserved through the treatments indicated above.
Eosin-nigrosin staining was performed on sperm samples in order to quantify live sperm.
The sample of sperm preserved in MEM presented around 93% viability, a higher value
in the parameter to be evaluated compared to the percentage of viable sperm obtained
from the use of the enriched MEM + SBF medium, which was around 64 %, being the
SFB rather a deleterious factor, which makes the MEM preservation medium the optimal
one to maintain the viability of the sperm, with potencial to be used in reproduction
techniques.

Key words: Sperm, preservation, bovine, epididymis, viability, germplasm.
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INTRODUCCION

Animales Rumiantes

Se define como “rumiante” a un animal perteneciente al taxon Ruminantia, con una
alimentacion totalmente herbivora que posee un sistema digestivo Unico bastante
especializado poligastrico. Alrededor de todo el planeta se encuentran aproximadamente
250 especies. No obstante, las especies mas relevantes conocidas son las vacas y toros,
ovejas, cabras y venados (Yamila, 2011). La anatomia del sistema digestivo de este
animal estd conformada de la boca; lengua; el esofago; las glandulas salivales que
producen la saliva que regulariza el pH de la panza y poseen las enzimas necesarias para
descomponer la grasa y el almidon; el estdmago conformado por cuatro compartimientos
(rumen, reticulo, omaso y abomaso); el higado, y los intestinos delgado y grueso (Yamila,

2011).

Su sistema digestivo se encuentra adaptado para digerir los alimentos en dos fases:
en primera instancia, traga el alimento masticado a través del empleo de su boca y lengua;
y en segunda fase, el proceso de rumiar; en donde el forraje u alimento vegetal se devuelve
a su boca para poder ser remasticado y mezclarse con la saliva formando un bolo
alimenticio que va a volver a ser digerido y va a pasar al reticulo a través del es6fago.
(Cabildo de Gran Canaria, 2018). Posteriormente, la parte sdlida pasa al rumen; estomago
mas grande, para fermentarse formando una capa sélida en donde los microrganismos
emplean los alimentos con fibra como un precursor de energia; y la parte liquida pasa
del reticulo a la cavidad del abomaso (Yamila, 2011). Estos animales tienen la facultad
de poder extraer gran parte de la energia de los vegetales al tiempo que muerden su
alimento alrededor de 25 000 a 40 0000 veces diariamente (Cabildo de Gran Canaria,

2018).
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Importancia a nivel mundial

La ganaderia desde tiempos remotos ha venido siendo una actividad elemental en
la vida del ser humano, y ha contribuido por alrededor de 450 afios al desarrollo
econdémico, agropecuario, comercial y social (Carrillo, et al., 2019). Los rumiantes como
las vacas y toros, venados, cabras y ovejas representan un rubro importante a nivel
econémico en el sector ganadero mundial. Es debido al acelerado desarrollo de la
tecnologia y a la creciente poblacion mundial en conjunto con el consumo per capita que
es cada vez mayor, que se ha producido un aumento en la demanda de productos de origen

animal en el mundo (Myers, 2018).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO), reporta que esta actividad representa alrededor del 40% del total de la produccion
agricola total en paises desarrollados y el 20% en paises que se encuentran vias de
desarrollo. Es decir, este sector apoya de forma econdmica alrededor de 1300 millones de
personas a nivel global (FAO, 2020). Es importante a su vez recalcar que alrededor del
35% del suministro de proteinas para la alimentacion tiene su procedencia a partir del
ganado (FAO, 2020). Los rumiantes domésticos empleados en la ganaderia poseen una
ingesta del 86% de recursos comestibles no aprovechables para el ser humano, como son
los pastos. A nivel global, la carne viene a ser el producto obtenido a partir de la ganaderia
que posee el mayor valor en el mercado. La FAO estima que para el afio 2050, la
produccion de carne a nivel mundial proveniente de la ganaderia en paises en desarrollo
se habra duplicado, por ende representara una de las fuentes econdmicas de mayor
importancia (FAO, 2016). Asi mismo, la FAO proyecta que el crecimiento del consumo
de carnes rojas en los paises desarrollados, sera igual a una quinta parte en comparacion
a los paises en vias de desarrollo como lo es el Ecuador; teniendo como factor de impulso

a la creciente demografica y la urbanizacion (FAO, 2020). Segun la FAO, el pais que
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lidera el mayor consumo de carne roja per capita es Estados Unidos con un consumo de

120.2 kg por afio (FAO, 2020).

Asi mismo, otra de las industrias que se desarrolla a partir de la ganaderia de
animales rumiantes como las vacas, ovejas o cabras, es la produccion de leche. La
importancia de cada especie tiende a variar entre paises debido a factores como las
tradiciones alimenticias, la demanda de mercado o la economia social. Generalmente las
personas que no poseen tantos recursos dependen mayormente de los pequefios rumiantes
(FAO, 2020). El ganado vacuno aporta al 81% de la produccion de leche a nivel mundial,
seguido por la leche de bufalo con el 15%, las cabras el 2% y las ovejas el 1%, siendo el
bovino el que produce tres cuartos de la produccion lechera a nivel global. Son los paises
desarrollados los que producen leche proveniente de vaca en su mayoria y mas de 6000
millones de personas consumen leche o productos lacteos (FAO, 2020). Se recomienda
un consumo per capita de alrededor de 150 litros anuales; sin embargo, en paises en
desarrollo esta cifra no llega a cumplirse debido a una suma de factores entre ellos la

economia y la educacion (FAO, 2020).

Rumiantes en Ecuador

La actividad ganadera en el Ecuador posee una gran importancia a nivel econdémico,
con un mayor énfasis en los sectores rurales y en la produccion de carnes y sus productos
derivados. Segun el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG), la produccién de
carne bovina en el Ecuador es de aproximadamente 200 mil toneladas métricas anuales,
llegando a cubrir la demanda nacional de este producto (MAG 2020). Es importante
recalcar que en el afio 2019 el Ecuador volvio a permitir la compra de reses de alta calidad
desde Brasil, con la intencion de diversificar la poblacion ganadera (MAG, 2020). Por
otro lado, la industria lactea en el Ecuador produce alrededor de $1 400 millones al afio,

y el consumo per capita es inferior a los 90 litros anuales (MAG, 2020).
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Reproduccion Asistida

La perpetuacion de la especie es el fin principal de todo ser vivo. Esta finalidad llega
a cumplirse siempre y cuando el ser vivo pueda llegar a reproducirse, es decir, que posea
la capacidad de producir un individuo semejante. Siendo asi la reproduccion un hecho
trascendente de suma importancia que dicta la supervivencia de las distintas especies,
perpetuando la vida mas alld de un solo individuo (Baldassarre, 2007). Cada organismo
posee caracteristicas que lo llevan a distinguirse de entre los demas individuos, estas
caracteristicas estan dictadas por su un material genético (acido desoxirribonucleico)

(Guevara, 2004).

El potencial reproductivo de un animal llega a ser superior a su capacidad de
procreacion en una condicion de cria natural durante toda su vida (Capote, 2015). Es dada
esta circunstancia que la biotecnologia reproductiva se desarrolld con la finalidad de
poder llegar a incrementar esta capacidad reproductiva en las hembras y en la difusion
del genotipo de los machos, para obtener una mejora en su eficacia reproductiva
(Baldassarre, 2007). La reproduccion asistida es una tecnologia que ha permitido acelerar
la velocidad del progreso genético, para poder acceder a animales de altas producciones
en un tiempo relativamente corto generando competitividad en un mercado estrecho como

lo es la ganaderia (Baldassarre, 2007)

Importancia de la preservacion de gametos masculinos.

La preservacion del material biologico ha sido altamente empleada en campos de la
ciencia como: la biologia, la medicina y biotecnologia; a partir de esta preservacion se
han podido llegar a crear bancos de células y programas de conservacion de especies a
través de la preservacion del germoplasma (Flores, et al., 2010). El germoplasma animal
se refiere a todos los recursos de tipo genético que pueden ser empleados como material

de partida en la generacion de nuevos individuos, transmitiendo informacion genética de
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una generacion a la siguiente, siendo una fuente de variacion genética (Cabrera, Caicedo,
& Aponte, 2019). Este tipo de preservacion se lo realiza para fines de investigacion,
conservacion y reproduccion de una especie determinada. Ahora bien, cuando se trata
exclusivamente de un fin reproductivo, su uso se ve limitado a la posibilidad de poder
almacenar y manipular estos gametos. (Cabrera, et al., 2019). Por ende, una de las
opciones para poder almacenar el germoplasma de los animales, se realiza a través de la

colecta de espermatozoides provenientes del epididimo (Ribeiro, et al., 2014).

Los espermatozoides colectados del epididimo pueden ser empleados para tres
fines: criopreservacion, emplearlos de forma inmediata en procesos de fecundacion in
vitro o en procedimientos de inyeccion intracitoplasmatica en los oocitos (Ribeiro, et al.,
2014). El epididimo es un organo sexual del sistema reproductor masculino en los
rumiantes. Esta estructura proxima al testiculo tiene la funcion de transportar y almacenar
los espermatozoides. Esta constituido por tres partes: cuerpo, cola y cabeza. La cola, es
el sitio de almacenamiento de los espermatozoides que conecta con el conducto deferente
que transporta a los espermatozoides hacia la uretra en el proceso de la eyaculacion

(Ribeiro, et al., 2014).

El interés cada vez mayor por este tipo de manipulacion artificial para la
reproduccién de rumiantes tales como los bovinos, da cabida a la busqueda de un
protocolo de preservacion de semen que posibilite la obtencién de espermatozoides con
un mayor porcentaje de viabilidad y a su vez, se puedan reducir las colecciones de semen
provenientes de animales machos de alto valor genético (Flores, et al., 2010). Debido a
que este material seminal se usaria habitualmente fuera del ambiente testicular por la
ubicacion de las fincas productoras, la verdadera importancia de este protocolo resulta en

que las distintas muestras de semen obtenidas de la cola del epididimo puedan ser
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transportadas hacia estos lugares geograficamente distantes conservando el potencial

fecundante de estos espermatozoides por largos periodos (Berrios, et al., 2010).

La conservacion de estos gametos masculinos de rumiantes resulta favorable
econdmicamente y es importante para poder preservar la diversidad genética y mejorar la
eficacia reproductiva del ganado (Carpio, Cadillo, & Mellisho 2008). Hasta la actualidad
se sigue teniendo una preferencia por el empleo del semen fresco directo o después de ser
conservado en refrigeracion (Flores, et al., 2010). Esta forma de empleo de
espermatozoides refrigerados provenientes del epididimo o del eyaculado, es el elemento
esencial en un procedimiento de inseminacion artificial. La finalidad de poder refrigerar
o congelar estas células espermaticas es poder contar con un banco de semen para futuras

practicas de reproduccion animal (Carpio et al., 2008).

El objetivo general de este estudio fue evaluar la viabilidad espermatica de
espermatozoides extraidos a partir de la cola del epididimo en rumiantes almacenados a
una temperatura de 4°C por un periodo de 4 horas. El objetivo especifico fue comparar el
efecto de dos medios enriquecidos: medio MEM y medio MEN + SFB, sobre la viabilidad
de espermatozoides bovinos obtenidos a partir de la cola del epididimo al transcurrir 4

horas a una temperatura de 4°C.
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METODOS

Recoleccion de muestras testiculares

Se empled un par de epididimos (2 epididimos) de 1 toro, colectado en el camal del
Distrito Metropolitano de Quito. Estos testiculos fueron colectados incluyendo su cordéon
espermatico, la tinica vaginal y la tunica albuginea. A continuacion, se los coloco en una
bolsa plastica, almacenados en una caja térmica de espuma flex con hielo para mantener
una temperatura apropiada para ser trasladados en un lapso de 20 minutos hasta el
Laboratorio de Biotecnologia Animal de la Universidad San Francisco de Quito.
Extraccion de espermatozoides a partir de la cola del epididimo

Los testiculos fueron retirados de la caja térmica donde fueron transportados, se

procedi6 a lavarlos con agua corriente y jabon con la finalidad de retirar los residuos de
sangre y otros contaminantes. De forma posterior se procedi6 a aislar asépticamente la
cola del epididimo del testiculo y sus tejidos conectivos adyacentes, a través del empleo
de un bisturi y una tijera quirtrgica. Se realizaron cortes en el tejido testicular (slicing) y
en la cola del epididimo de un tamafio aproximado de 0,5 cm?, los espermatozoides fueron
extraidos por maceracidn mecanica en una caja Petri que contenia 2 ml de medio PBS a
4°C. Finalmente estos trozos del epididimo se los depositd en un tubo Falcon.
Tratamientos y Disefio Experimental

El diseno de tratamientos que se empled fue un proceso simultaneo para dos
muestras provenientes de una misma unidad experimental (muestra de semen del mismo
bovino) frente a un control (h = 0). La primera muestra fue sometida a un tratamiento con
15ml de Medio Esencial Minimo (MEM) y la segunda muestra a un tratamiento con 15ml
de Medio Esencial Minimo (MEM) mas Suero Fetal Bovino (SFB) al 10%, ambas

muestras fueron llevadas de forma inmediata a refrigeracion a 4°C por un lapso de 4
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horas. Mientras que para la muestra control inicial, la evaluacion de calidad seminal se
realizo en fresco inmediatamente.
Dilucion de material espermatico

Al transcurrir el tiempo de refrigeracion de 4 horas, se procedid a raspar ambas
muestras por separado con el fin de que caigan los espermatozoides en la nueva caja Petri
a la que se le agrego6 la solucion tampon fosfato salino (PBS), con el fin de diluir el
material espermatico.
Analisis Espermatico

Tincion de espermatozoides.

Una vez que el semen fue extraido y diluido, sobre un portaobjetos empleando una
micropipeta, se agregd una gota de 5 pl de suspension de espermatozoides y a
continuacion otra gota de 5 pl de solucién colorante eosina nigrosina a una placa
portaobjetos, esta tincion fue preparada segin Barth y Oko (1989). Se homogenizo la
mezcla empleando la misma micropipeta y de manera concurrente, se volvid a tomar otra
gota de 5 pul de esta solucion final para depositarla sobre el extremo de una nueva placa
portaobjetos, se la dejo reposar por 30 segundos y con la ayuda de otro portaobjetos, se
procedid a realizar el extendido o frotis de la muestra que fue fino y uniforme. El secado
se realiz6 rapidamente al aire.

Evaluacion de la Viabilidad Espermatica.

Una vez que se obtuvo la ldmina de ambas muestras anteriormente tefiidas con
eosina nigrosina, las células vivas o muertas fueron contadas en el microscopio bajo un
objetivo de 40X. Se procedi6 a contar 200 espermatozoides distribuidos en la placa
preparada en el microscopio Optico, evitando el contaje en zonas con muy alta
concentracion espermatica. Se consideraron células muertas a aquellas que estaban

coloreadas de un tono rosa y por lo contrario, células vivas a las que presentaban una
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tonalidad blanca. Los resultados obtenidos se presentaron en porcentaje de
espermatozoides vivos y muertos.
Analisis Estadistico

Para poder describir los datos obtenidos del conteo de los espermatozoides
observados al microscopio. Se realizd6 un promedio con el que se pudo obtener un

porcentaje de espermatozoides vivos vs muertos en cada una de las tres muestras.
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RESULTADOS

Tincion de Espermatozoides

Los espermatozoides vivos no se tifieron al momento de la coloracién con la tincion
de eosina nigrosina. Mientras que los espermatozoides muertos, se observaron de color
rosado.
Evaluacion de la Viabilidad Espermatica

La muestra de espermatozoides pertenecientes al medio MEM sometida a
refrigeracion por 4 horas, presentd el mayor resultado en el pardmetro de interés de
viabilidad espermatica con tincién eosina nigrosina, alcanzando un porcentaje del 93%
de espermatozoides vivos en comparacion a la muestra perteneciente al medio MEM +
SFB, que fue sometida al mismo tiempo de refrigeracién y presento el porcentaje mas
bajo de 64% de espermatozoides vivos. Por otro lado, la muestra de espermatozoides
frescos (control inicial) que no fue sometida a refrigeracion, presentd un porcentaje de
89%. En el parametro realizado, las muestras de espermatozoides que fueron sometidas a
refrigeracion por un periodo de 4 horas presentaron diferencias al ser comparadas entre

si (Grafica 1) (Tabla 1).
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DISCUSION

En el presente estudio se logré evidenciar algunas condiciones para el mejor
mantenimiento de espermatozoides bovinos de la cola del epididimo. Este 6rgano es el
principal lugar en donde se almacenan los espermatozoides hasta el momento de la
eyaculacion; es decir, es justamente en este Organo sexual masculino que los
espermatozoides permanecen viables e inmdviles por un largo de tiempo que puede durar
hasta semanas (Carpio, et al., 2008). Como sostiene Valverde, en este 6érgano sexual se
pueden acumular una gran cantidad de espermatozoides que podrian abastecer algunas
eyaculaciones; por ende, la cola del epididimo viene a ser una fuente de germoplasma.
Son pocos los estudios que se han realizado acerca de las técnicas de criopreservacion o
inseminacion artificial empleando espermatozoides provenientes de la cola del epididimo,
aun si en algunas situaciones esta es la ultima estrategia para la preservacion de gametos
masculinos en rumiantes (Valverde, 2016).

Es por esta razéon que este estudio tomod en cuenta la capacidad que posee el
epididimo para almacenar una gran cantidad de espermatozoides, para poder establecer
un medio enriquecido que resulte beneficioso en la manutencion del parametro de
viabilidad en el esperma obtenido de animales rumiantes como el bovino en este caso
especifico. Ahora bien, es importante considerar que el epididimo de un animal no puede
ser empleado como control de otro ya que pueden existir diferencias en relacion a la
calidad y cantidad de espermatozoides de un individuo al otro, por ende, se empleo el
método del promedio/animal; es decir, se realizo el estudio de la viabilidad de la muestra
de un solo toro, evaluado a tres diferentes condiciones que arrojo 3 resultados
porcentuales distintos en cuanto a la viabilidad.

El parametro de viabilidad espermdtica en este estudio fue valorado

indirectamente a través del estado de la membrana plasmatica del espermatozoide,
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empleando la tincidn eosina nigrosina, misma que permite la diferenciacion de los
espermatozoides vivos de los muertos (Gonzélez, et al., 2013). Cuando el espermatozoide
presenta una condicion normal en donde no ha sufrido ningtin deterioro de su membrana,
este colorante no va a penetrar en el espermatozoide por lo que no va a presentar tincion
alguna. No obstante, cuando la célula estd muerta debido a un dafio en su membrana
plasmatica, el colorante ingresard hasta el citoplasma y por ende el espermatozoide se
tefiira de tonalidad rosa (Gonzalez, et al., 2013).

Como se puede evidenciar en el grafico 1, una vez que se realizo el contaje al
microscopio de ambas muestras provenientes de los distintos medios enriquecidos y el
control, tomando en cuenta el color de tincidon de los espermatozoides, se obtuvo el mayor
porcentaje de viabilidad del 93% en el medio compuesto unicamente por MEM, durante
4 horas a 4°C. Por otro lado, la viabilidad obtenida en el medio MEM + SFB sometido a
las mismas condiciones anteriormente mencionadas, resultd en un 64%, valor que
demuestra que el componente suero fetal bovino al 10%, es mas bien un factor deletéreo
en este medio de enriquecimiento para la preservacion de los espermatozoides de bovino.

El suero fetal bovino es una fraccion liquida de sangre coagulada que no posee
células, factores de coagulacion o fibrina (Johnson, 2012). Por el contrario, este resultado
no esperado genero intriga, ya que este compuesto se caracteriza por contener abundantes
factores macromoleculares y nutricionales que se esperaba resultaran en un elemento
esencial para el mantenimiento celular, en este ambito de la supervivencia de los
espermatozoides especificamente (Johnson, 2012). EI SFB esta mayormente constituido
por albumina sérica bovina, que posee una gran cantidad de factores que estimulan el
crecimiento de las células en cultivo y otras pequefias moléculas como aminoécidos,
azlcares, hormonas y lipidos (Johnson, 2012). Una de las hipotesis probables que

explique este resultado obtenido es que el SFB esta compuesto por una baja cantidad de
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inmunoglobulinas y proteinas pertenecientes al sistema del complemento, que producen
lisis en células en cultivos (Johnson, 2012) .Si bien, el suero posee estos componentes en
una baja cantidad, puede que al no haberse realizado una centrifugacion o algun método
de purificacion, estas proteinas del complemento del SBF sea el causante del deterioro de
las membranas de los espermatozoides y por ende su muerte en el medio con SFB y no
en el medio de enriquecimiento exclusivo de MEM. La alternativa que presenta este
estudio para disminuir esta concentracion de proteinas en la muestra de semen es someter
la muestra a la técnica de centrifugacion con la finalidad de separar estas proteinas del
SFB y facilitar su remocion para poder agregar la proporcion adecuada de nutrientes y
crio protectores al semen (Carpio, et al., 2008).

Ahora bien, otra posible hipotesis es que ciertos factores como el tiempo y la
temperatura a la que fue expuesto el epididimo en el proceso de transporte desde el camal
al laboratorio de biotecnologia vegetal tuviesen alguna influencia directa sobre el
parametro de la viabilidad de los espermatozoides (Ribeiro, et al., 2014). Sin embargo,
en este caso puntual el resultado del porcentaje en la viabilidad deberia haber sido bajo
para las tres muestras de haber sucedido esto, por ende al obtener porcentajes
relativamente altos tanto en la muestra control como en la del medio de enriquecimiento
MEM, se puede aludir que estos factores estuvieron bastante bien controlados en este
estudio.

Otro aspecto para discutir en este estudio es que otros estudios realizados como el
de Carrillo, et al. (2009), han reportado la viabilidad de espermatozoides de toros
colectados del epididimo y tratados con medio MEM en donde se estudi6 este parametro
a partir de espermatozoides de bovinos extraidos de la cola del epididimo de forma casi

inmediata al sacrificio del animal y se los refrigerd a 4°C por 24 horas y existio un porcentaje
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de viabilidad del 63%, y aluden a que factores como la manipulacién de la muestra y el

almacenamiento tienen alguna incidencia en la viabilidad (Ribeiro, et al., 2014).

Las aplicaciones del estudio realizado son amplias, considerando la importancia
del empleo de espermatozoides frescos o refrigerados como elemento indispensable para
un programa de reproduccion asistida, como lo es la inseminacion artificial (Martins, et
al., 2007). Uno de los principales objetivos de encontrar un medio enriquecido que
facilite la supervivencia de los espermatozoides de animales rumiantes, es la produccion
de un banco de estos. Otro punto importante para mencionar es la importancia del estudio
para el Ecuador, ya que, al ser un pais con diversas regiones climaticas, la recoleccion y
conservacion de los espermatozoides del epididimo resulta ser dificil debido a factores
como la temperatura del ambiente, falta de técnicos u equipos para su procesamiento
(Martins, et al., 2007). Una de las mayores limitaciones a su vez, es la falta de estudios o
informes acerca de la recuperaciéon de gametos masculinos exclusivas para estas

condiciones ambientales (Martins, et al., 2007).
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CONCLUSION

En cuanto al pardmetro analizado en donde se midié la viabilidad de
espermatozoides extraidos a partir de la cola del epididimo de bovino, las muestras de
espermatozoides con distintos medios enriquecidos que fueron sometidas a refrigeracion
por un periodo de 4 horas presentaron diferencias al ser comparadas entre si. A través de
este estudio se pudo concluir que la forma mdas Optima para la preservacion de
espermatozoides extraidos a partir de la cola del epididimo en refrigeracion es a través de
un medio nutritivo; en este caso un medio MEM, con el que se obtuvo una mayor
viabilidad, la mas alta en comparacion a los demas. Se determiné a su vez, que el SFB es
un factor deletéreo, lo que se atribuye a su composicion de proteinas del complemento
que al producir lisis en las células causa una reduccion en la viabilidad espermatica.
Finalmente, el medio MEM al resultar el mas 6ptimo para la preservacion de la viabilidad,

puede ser empleado en técnicas de reproduccion asistida como la inseminacion artificial.
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Tabla 1. Porcentaje de espermatozoides vivos vs muertos en los tratamientos

experimentales.
Muestra espermatozoides a partir del epididimo | Vivos Muertos Total
CONTROL INICIAL 162 32 194
Muestra epididimo bovino con medio MEM (+4h) 189 15 204
Muestra epididimo bovino con medio MEM + SFB 56 32 23
(+4h)
Porcentaje
control inicial 84% 16% 100%
Muestra epididimo bovino con medio MEM(+4h) 93% 7% 100%
— . : n
Muestra epididimo bovino con medio MEM + SFB 64% 36% 100%

(+4h)

Muestra sometida a un tratamiento con 15ml de Medio Esencial Minimo (MEM), a un

tratamiento con 15ml de Medio Esencial Minimo (MEM) mas Suero Fetal Bovino (SFB)

al 10%, durante 4 horas a 4°C y un Control inicial realizado en fresco inmediatamente.
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FIGURAS
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Vs Muertos
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Figura 1. Porcentaje de Espermatozoides Vivos vs Muertos. Muestra sometida a un
tratamiento con 15ml de Medio Esencial Minimo (MEM), a un tratamiento con 15ml de
Medio Esencial Minimo (MEM) mas Suero Fetal Bovino (SFB) al 10%, durante 4 horas

a 4°C y a un Control inicial (t=0).



