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RESUMEN

El objetivo del estudio consistié en evaluar la eficacia de un protocolo simplificado de
inseminacion artificial bovina en comparaciéon con el proceso tradicional, utilizando como
pardmetros de estudio la integridad del acrosoma y viabilidad del espermatozoide. Se llevaron
a cabo simulaciones de los dos tipos de inseminaciones artificiales. La primera consistio en el
procedimiento tradicional, mientras que en la otra se elimino el paso de descongelamiento de
las pajuelas en agua. Estos procedimientos se realizaron en 5 vacas Holstein, sin el depdsito de
los espermatozoides, mediante el uso de pajuelas provenientes de 5 toros de la misma raza. Se
usaron 10 pajuelas por cada uno de los machos bovinos. EI material espermatico fue extraido
de las pajuelas y procesado con dos tipos de tinciones, Giemsa y Eosina-Nigrosina, para evaluar
los parametros de integridad del acrosoma y viabilidad del espermatozoide, respectivamente.
Los resultados procesados y analizados en el software Minitab, indicaron P= 0.902 para la
integridad del acrosoma, y P=0.588 para la viabilidad. Ambas valores, al ser menores que el
valor alfa, 0.05, muestran que con un 95% de confianza, los tratamientos evaluados no
presentan diferencia estadistica con respecto a los parametros analizados. Por ende, la
inseminacion artificial simplificada representa un método valido manteniendo tasas

comparables de viabilidad e integridad del acrosoma de los espermatozoides.

Palabras clave: inseminacion artificial, bovinos, protocolo simplificado, Giemsa, Eosina-

negrosina, acrosoma, viabilidad.



ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the efficacy of a simplified bovine artificial
insemination protocol compared to the traditional process, using acrosome integrity and sperm
viability as study parameters. Simulations of the two types of artificial inseminations were
conducted. The first consisted of the traditional procedure, while in the other the thawing step
of the straws in water was eliminated. These procedures were performed in 5 Holstein cows,
without the sperm deposit, by using straws from 5 bulls of the same breed. Ten straws were
used for each bovine male. Sperm material was extracted from straws and processed with two
types of stains, Giemsa and Eosin-Nigrosin, to evaluate the parameters of acrosome integrity
and sperm viability, respectively. The results processed and analyzed in the Minitab software
indicated P= 0.902 for the integrity of the acrosome, and P=0.588 for viability. Both values,
being lower than the alpha value, 0.05, show that with 95% confidence, the treatments
evaluated do not present statistical difference with respect to the parameters analyzed. Thus,
simplified artificial insemination represents a valid method maintaining comparable rates of

viability and integrity of sperm acrosomes.

Key words: artificial insemination, cattle, simplified protocol, Giemsa, Eosin-Nigrosin,

acrosome, viability.
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INTRODUCCION

En la historia de la humanidad la domesticacion de animales represent6 el punto de partida
para el desarrollo de las civilizaciones. A partir de la crianza de animales, los grupos pequefios
de némadas cazadores se convirtieron en grandes comunidades estratificadas. Uno de los
factores mas importantes para el inicio del progreso de la humanidad fue la produccion de leche

y carne, que sirvio de sustento para un nimero méas grande de personas (Naranjo & Ruiz, 2020).

Actualmente los dos alimentos siguen jugando un rol esencial en la dieta humana, por lo que
la produccidn animal es de gran importancia. Aunque la carne y la leche se obtiene de diferentes
animales domeésticos, los bovinos son su principal fuente. Desde 1961 la produccion bovina a
nivel mundial ha aumentado mas de dos veces, llegando a 68 millones de toneladas por afio en
2014 (Ritchie & Roser, 2017), y se plantea que alcance 89 millones de toneladas en 2030

(Pulina et al., 2021).

A nivel mundial, Asia es el continente que mas produce carne de res, liderando con
aproximadamente 25 millones de toneladas. Sin embargo, América Latina ocupa el segundo
lugar con una produccién de 15 millones de toneladas del producto carnico (MLA, 2021). En
esta region la ganaderia es de vital importancia (Pulina et al., 2021). Por ejemplo, en 2019 la
exportacién en Brasil tuvo una caida del 2%, la cual fue compensada con la venta de proteina
animal, donde la carne de ganado vacuno represento el 59.8% (CEPAL, 2019). En Argentina
la produccidn de carnicos representa cerca del 30% del PIB en cadena agroalimentaria, del cual

el 16% corresponde a la carne bovina (Sigaudo & Terré, 2021).

Por otra parte, la leche es el alimento méas consumido globalmente, de tal manera que mas de
6 mil millones de personas la incluyen en su dieta. Consecuentemente, la produccion de leche
es alta, de tal manera que en 2020 Ileg6 a 906 millones de toneladas, de la cual la leche de vaca

representa el 81%. Asia y Europa lideran la produccion con cantidades de méas de 350 y 200



11

millones de toneladas, respectivamente. Mientras tanto América del sur se lleva el cuarto lugar
con una produccién de 100 millones de toneladas (FAO, 2021). En esta ultima region, los
paises en desarrollo se benefician en gran manera de la leche de ganado vacuno ya que

contribuyen a la nutricion y seguridad alimentaria de la poblaciéon (FAO, 2021).

En Ecuador la actividad ganadera es esencial para la economia ya que beneficia al sector rural
y proporciona alimentos que forman parte de la canasta basica. La ganaderia bovina representa
el 1.4% del total que aporta el sector pecuario al producto interno bruto del pais, que es un
10.4%. A nivel nacional se reportan 4.10 millones de cabezas de ganado, de las cuales el 43%
se destina a la produccion de carne que conforman 300 millones de libras por afio (Hidalgo et
al., 2020). Mientras tanto, cada dia se obtienen 6.6 millones de litros de leche proveniente del
ganado vacuno que genera fuentes de ingresos para 1.3 millones de ecuatorianos. Entre finales
de 2019 e inicios de 2020 se tuvo un incremento del 22% en la produccion de la bebida lactea

(MAG, 2020).

Debido a la importancia econdémica y social que representa la produccion bovina, no solo a
nivel mundial, sino también localmente, se busca la aplicacion de técnicas que beneficien la
actividad ganadera. Una de ellas es la inseminacion artificial, una técnica de reproduccién
asistida basada en la implantacion de semen en el tracto genital de la hembra en el tiempo

Optimo para la fecundacion (Garcia & Orellana, 2020).

La inseminacion artificial fue llevada a cabo por primera vez, de forma documentada, en
caninos en el afio de 1784, cuya aplicacion tuvo éxito. En ganado vacuno se aplicé desde inicios
de 1900 alcanzando resultados favorables. A partir de esto, la técnica ha ido mejorando y su
uso es extendido de tal manera que en 2017 hubo un incremento del 84% en las ventas de

semen bovino (Fontes et al., 2020).
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El principal éxito de la inseminacion artificial radica en que las tasas de natalidad obtenida a
partir de este procedimiento y de forma natural son similares, sin la necesidad de mantener un
macho en la granja (Morgan et al., 2020). Adicionalmente, una sola muestra proveniente de la
eyaculacion del macho puede usarse para fertilizar a varias hembras debido a que la dosis de

inseminacion es baja (Parkinson & Morrell, 2019).

Enun inicio la técnica de reproduccion asistida tratada fue implementada con el fin de controlar
la diseminacion de las enfermedades venéreas tricomoniasis y campilobacteriosis, las cuales
fueron erradicadas al aplicar la inseminacién artificial, mientras que actualmente el uso tiene
el proposito de mejorar genéticamente la progenie. Por otra parte, su implementacion puede
darse incluso en los paises con menos recursos econdmicos (Parkinson & Morrell, 2019), ya
que el costo de llevar a cabo el protocolo de inseminacion artificial en bovinos es accesible

(Rios, 2018).

La inseminacion artificial en bovinos requiere la previa recoleccion de espermatozoides de toro
almacenados en pajuelas que son criopreservados en un tanque de nitrogeno liquido a -196°C.
Durante el proceso de inseminacion, se debe descongelar el material espermatico y dicho
protocolo, en general, consiste en la extraccion de pajuelas del tanque, la cuales deben
permanecer en agua a 30-35°C durante 20 segundos aproximadamente (JICA, 2012) y luego
se carga la pistola de inseminacion para la introduccion del semen en la cavidad uterina de la
vaca (Ceron y Ortega, 2009), la cual se encuentra a una temperatura de 38.51°C durante el

estro (Roa et al., 2006).

Debido al posible efecto negativo de los cambios de temperatura sobre los espermatozoides, se
ha desarrollado un protocolo de inseminacion artificial simplificado, en el cual no se realiza el
descongelamiento de las pajuelas en agua tibia, sino que se las introduce directamente en la

cavidad uterina después de haberlas extraido del tanque de nitrégeno y cargado en la pistola de
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inseminacion. De esta manera, el objetivo del estudio consiste en evaluar la eficacia de este
protocolo simplificado en comparacion con el proceso tradicional, utilizando como pardmetros

de estudio la integridad del acrosoma y viabilidad del espermatozoide.
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METODOS

En este estudio se utilizé semen comercial de 5 toros Holstein y 5 vacas, de la misma raza que
los toros, destinadas a ser inseminadas simuladamente. Estos bovinos, fueron escogidos al azar
en una finca lechera. Los animales fueron mantenidos y los experimentos realizados en una
finca lechera de ganaderia de altura en Paluguillo, Pichincha, Ecuador. Primero se inspeccion6
la salud de los animales, tomando su temperatura rectal con la ayuda de un termémetro de
mercurio y se reportaron los datos obtenidos. Para las inseminaciones simuladas se uso el
semen de 10 pajuelas por cada uno de los machos. Estas fueron almacenadas en un tanque de
nitrogeno liquido a -196°C. De manera aleatoria, se procedi0 a realizar simulaciones de los dos
tipos de inseminacion artificial, obviando el paso de dep6sito de espermatozoides en el tracto
uterino de cada hembra, es decir, realizando la maniobra de inseminacion sin cortar el extremo

de las pajuelas.

La inseminacion artificial tradicional (IAT) se realiz6 en 5 pajuelas por cada toro, llevando a
cabo el proceso secuencialmente con cada una de las pajuelas. El tratamiento control consistio
en realizar un procedimiento de inseminacion correspondiente al standard, para lo cual se
extrajo la pajuela del tanque y se la colocd en un contenedor con agua a 40°C durante 30
segundos. Posteriormente se carg6 la pajuela en la pistola de inseminacidn sin cortar la punta,
con el fin de no liberar el semen, y se introdujo en la cavidad vaginal hasta alcanzar el nivel
del orificio uterino externo, que para cada hembra se encontraba alrededor de los 38°C. En este

ultimo paso la pajuela se dejo en el mencionado sitio anatdmico por 20 segundos.

La inseminacion artificial simplificada (IAS) (tratamiento experimental) se ejecutod con cada
pajuela, de la misma manera que para el otro control, pero en este caso se extrajo la pajuela del

tanque de nitrogeno liquido y se la cargo directamente en la pistola de inseminacion, sin el paso
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previo de descongelacion en agua a 40°C. Inmediatamente se la introdujo en el tracto uterino

de cada hembra, con la misma temperatura reportada en la primera técnica descrita.

El semen de todas las pajuelas fue recolectado en viales inmediatamente después de haber
extraido las pajuelas del tracto genital de la hembra. Los viales con el semen de cada pajuela
fueron colocados en bafio maria a 37°C y las evaluaciones de varios parametros seminales
fueron realizadas lo mas rapido posible. Los parametros evaluados fueron la integridad del
acrosoma Yy viabilidad de los espermatozoides, usando las tinciones Giemsa y Eosina-

Nigrosina, para dichos fines, respectivamente.

La tincién Giemsa se realiza para la evaluacion de la integridad del acrosoma. Para este
procedimiento se realiz6 un frotis con 5 ul de material seminal, el cual se seco agitando al aire.
Una vez seco se colocaron las placas en etanol al 96% como solucion fijadora. Luego de 5
minutos se colocaron las placas en una solucion de Giemsa al 6% por 12 horas. Los acrosomas

integros se observaron de color fucsia o parpura, y bien definidos.

La tincion Eosina-Nigrosina se realizé con la finalidad de evaluar la viabilidad espermatica.
Para este fin se meclaron 5 ul de material seminal con 5 ul de eosina y 5 ul de nigrosina en un
vial de 0.5 ml. Inmediatamente se realiz6 un frotis colocando 5 ul de la mezcla encima del
portaobjeto hacia el extremo rotulable. Cada frotis fue rapidamente secado con un secador de

cabello. Los espermatozoides considerados vivos fueron los no coloreados o transparentes.

Una vez obtenidas las placas, estas fueron enumeradas y organizadas para cada toro y cada tipo
de inseminacion artificial. Para ambos casos, se usaron las cifras 1.1, 1.2, etc, donde la unidad
entera representd al toro y las décimas correspondieron al tipo de inseminacion artificial, donde
una décima par pertenecia a la inseminacion artificial tradicional (IAT) y una décima impar
representaba a la inseminacién artificial simplificada (IAS). Para facilitar la evaluacion y el

andlisis estadistico se denomino a la IAT como “control”, mientras que la IAS se nombr6 como



16

“experimental”. Cabe recalcar que las placas coloreadas con Giemsa se almacenaron en una

caja para portaobjetos diferente a la usada para guardar las placas de Eosina-Nigrosina.

Proximamente se realizo el conteo de cada tincion con un procesamiendo doble-ciego, usando
un microscopio 6éptico binocular compuesto, marca Carl Zeiss, con un aumento de 40X. Para
cada placa se escogieron diferentes campos 6pticos al azar y se contaron un minimo de 200
espermatozoides por cada pajuela. Las cifras obtenidas del conteo se registraron en una Tabla
elaborada en el software Excel. Los porcentajes se calcularon usando las formulas “(#
Acrosoma positivo/Total de espermatozoides)*100” y “(# Espermatozoides vivos/Total de
espermatozoides)*100”, para evaluar la integridad del acrosoma y la viabilidad,

respectivamente.

Para cada tincion se organizaron los resultados de los porcentajes en diferentes tablas en Excel.
Los datos obtenidos fueron ingresados al software Minitab donde se seleccioné la opcion “Fit
General Lineal Model” para llevar a cabo un disefio de bloques. Se evaluaron los residuales en
cada caso para comprobar que los datos cumplan con los supuestos del analisis de varianza
(ANOVA) y se analizaron los P-value y los graficos Box-Plot, con el fin de determinar si existia

o0 no diferencia estadistica entre los dos tipos de inseminacion artificial.
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RESULTADOS

El registro de las temperaturas, corporal y cervical obtenidas de las vacas, durante la ejecucion
de la inseminacién artificial simulada evidencié valores entre 35.4°C y 38.7°C,
respectivamente. Mientras tanto la temperatura media ambiental estuvo en un promedio de
14°C (Figura #1). Posteriormente al proceso de IA se obtuvieron espermatozoides que fueron

analizados en tinciones Giemsa y Eosina-Negrosina.

Los espermatozoides en tincion Giemsa presentaron una coloracion purpura, donde aquellos
con el acrosoma integro presentaban dicha estructura fuertemente coloreada de lila oscuro.
Mientras tanto, los espermatozoides que tenian afectado o dafiado el acrosoma, esta estructura
tenia un color lila palido, uniforme o en parches. Por otra parte, los espermatozoides vivos en
la tincion  Eosina-negrosina eran transparentes o decolorados, a diferencia de los
espermatozoides muertos, los cuales presentaban parte o toda su estructura con una tincion

rosada oscura y bien marcada (Figura #3).

Después del conteo se obtuvieron los resultados de los porcentajes de espermatozoides para
ambos casos: integridad del acrosoma y viabilidad. En los dos se toma en cuenta sélo los
espermatozoides con un acrosoma sano o normal y vivos, obtenidos en los dos tipos de
inseminacion artificial. Tanto en la Tabla #1 como en la Tabla #3 los tratamientos de
inseminacion artificial tradicional (control) se presentan como ndmeros impares en azul,
mientras que los tratamientos de inseminacion artificial simplificada (experimental) se

presentan como numeros pares en verde.

En la Tabla #1 el valor minimo del control es de 61.72% y su valor maximo es de 99.11% de
acrosomas integros. Por otra parte, el tratamiento experimental presenta un valor minimo de
51.44% y un valor maximo de 99.19% de espermatozoides con acrosoma positivo. En la Tabla

#3 el control posee un valor minimo de 55.25% y un valor maximo de 68.64% de



18

espermatozoides viables, mientras tanto, el tratamiento experimental tiene un valor minimo de

55.25% y un valor maximo de 71.57% de espermatozoides Vvivos.

En el analisis estadistico tanto del porcentaje de espermatozoides con acrosoma positivo como
el porcentaje de espermatozoides vivos se reportan los analisis de varianza, el cumplimiento
de los supuestos de ANOVA y un Box-Plot comparativo entre los tratamientos. Ademas, los
valores presentados se obtuvieron a partir de una previa transformaciéon Box-Cox de valor

optimo lamba (A).

Los resultados de los supuestos de ANOVA para los dos parametros (Figura #3 y Figura #5),
determinan un cumplimiento de cada uno de estos. El histograma detalla una tendencia hacia
la derecha en ambos casos (Figura #3C y Figura #5C), lo que determina que posiblemente los
datos no siguen una distribucion normal. Sin embargo, con el test de normalidad esto puede
corroborarse. En A de la Figura #3 y la Figura #5, los puntos cercanos a la linea indican que

los datos son normales, por lo que se cumple con el supuesto de normalidad.

En B de la Figura #3 y la Figura #5, los puntos presentan una distribucién donde no se forma
un patron circular o una forma de corneta de izquierda a derecha, lo cual determinaria que los
resultados no tienen una varianza apropiada, pero esto no aplica para ambos casos, por lo que

si se da el cumplimiento al supuesto de igualdad de varianzas.

En D de la Figura #3 y Figura #5, el patron de lineas ascendentes y descendentes conformados
por los puntos de los datos no presentan una tendencia hacia arriba o abajo, esto determina que
tanto para el parametro de integridad del acrosoma, como para el de viabilidad del
espermatozoide, se cumple con el supuesto de independencia. De esta forma, se interpreta que
en ambos parametros, existe un cumplimiento de los supuestos y, por ende, los resultados y las

interpretaciones obtenidas a partir del analisis de varianza, son correctas.
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Comenzando por el pardmetro de integridad del acrosoma. Se tiene en este caso la hipdtesis
nula, la cual es que las medias de espermatozoides con acrosoma sano entre los dos
tratamientos no difieren entre si. Por el contrario, la hipotesis alternativa determina que las
medias de este pardmetro entre los tratamientos son distintas. Ademas, se establece un nivel de

confianza del 95%.

El anlisis de varianza de este caso presenta la fuente (Source) de tratamiento (Tto.) con un P-
Value de 0.90 (Tabla #2). Por otra parte, la Figura #4 muestra las cajas comparativas entre los
tratamientos control y experimental. El tratamiento control posee un rango intercuartil (IQR)
de 9.59, un primer cuartil (Q1) de 86.39, una mediana de 93.16 y un tercer cuartil (Q3) de
95.98. El tratamiento experimental tiene un IQR de 5.64, un Q1 de 90.08, una mediana de
93.86, un Q3 de 95.72. Ambos con un total de 25 muestras. Estos datos y las posiciones de las
cajas para ambos tratamientos de la Figura #4, establecen que los rangos se superponen lo que
explica que no existe diferencia estadistica. Por lo tanto, esto indica con un 95% de confianza,
que tanto con la inseminacion artificial como con la simplificada, se obtendra la misma

eficiencia de espermatozoides con acrosoma sano.

En el caso del factor de viabilidad, se tiene que la hipotesis nula es que las medias de
espermatozoides vivos entre los dos tratamientos no difieren entre si. Mientras tanto, la
hipétesis alternativa establece que existe una diferencia entre las medias de espermatozoides

vivos entre los dos tratamientos.

Para este segundo caso, el analisis de varianza presenta al factor tratamiento (Tto.) con un P-
Value de 0.59 (Tabla #4). En el Boxplot el tratamiento control se muestra con un IQR de 5.82,
un Q1 de 58.23, una mediana de 61.15 y un Q3 de 64.05, mientras tanto, el tratamiento
experimental se reporta con un IQR de 6.24, un Q1 de 58.59, una mediana de 61.15 y un Q3

64.83 (Figura #6). Esta informacidn junto con las posiciones de las cajas de ambos tratamientos
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de la Figura #6, indican una superposicion de los rangos, por lo cual tampoco existe diferencia
estadistica. La interpretacion de estos datos indica que con un 95% de confianza, se obtiene la
misma eficiencia de espermatozoides vivos, desde el punto de vista estadistico, al aplicar la

inseminacidn artificial tradicional o la simplificada.
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DISCUSION

El promedio de la temperatura corporal de las vacas usadas en este estudio fue de 35.4°C, un
valor mayor a los reportados en la literatura, los cuales son: 30.5°C (lIsola et al., 2020), y un
rango entre 31.24°Cy 32.62°C (Rifqgi & Mayasari, 2020). A pesar de que el promedio reportado
en esta investigacion es mayor a otros rangos reportados previamente, se determina que las
temperaturas de las vacas fueron 6ptimas debido a que no superaban los 39.5°C, lo cual indica
fiebre en estos animales (Lomb et al., 2020). Por otra parte, el haber obtenido un promedio de
temperatura mayor, puede explicarse por la forma en la que se midié este factor. Para este
trabajo, se empled un termometro rectal, con el cual se pueden tener mediciones mas
fisiolégicas que cuando se usan sensores de temperatura a distancia. Por otra parte, la
inmovilizacion del animal, podria generar un cierto grado de hipertermina inducida por estrés

(Wang et al., 2021).

Por otra parte, el promedio de las temperaturas cervicales de las cinco vacas fue de 38.7°C.
Este valor indica una temperatura normal del cérvix, dado que el rango normal reportado se
encuentra entre 36.1°C-39.9°C (Lopez et al., 2021). Ademas estos valores de temperatura
cervical bovino, se obtienen el dia que se realiza la inseminacion artificial, en el cual la vaca
se encuentra en celo (Lopez et al., 2021). Mientras tanto, el promedio de la temperatura
ambiental fue de 14.07°C, valor que se encuentra dentro del rango 5°C-25°C de zona
termoneutral, en la que las vacas pueden tener una buena salud y performance (Becker et al.,
2020). Por tal razon, este ultimo factor no influyé en el estado de las hembras bovinas, que

podria alterar las temperaturas propias del animal.

Los andlisis realizados por los dos factores, integridad del acrosoma y viabilidad, determinan

que la aplicacion de la inseminacion artificial simplificada o la tradicional presentan la misma
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eficiencia, es decir, demuestran valores estadisticos similares de espermatozoides vivos con

acrosomas sanos.

No se han encontrado estudios similares donde se simplifique el procedimiento de la
inseminacioén artificial bovina. Sin embargo, existen analisis del efecto de la temperatura sobre
la integridad del espermatozoide. En un estudio, se establece que la supervivencia de los
espermatozoides es mayor cuando son descongelados en agua a 65, 67 y 70°C por 7 segundos
(Lyashenko, 2015). En otra investigacion, se determina que los descongelamientos en agua a
37°C por 45 segundos, y a 70°C por 5 segundos, resultan adecuados para mantener la viabilidad

del espermatozoide (Yilmaz et al., 2019).

Sin embargo, cabe recalcar que los datos de los estudios fueron obtenidos en condiciones
controladas de laboratorio, lo cual resulta complicado replicar en las condiciones de campo,
donde la temperatura exterior influye mucho en la temperatura del agua usada para el
descongelamiento (Duarte, 2019). Por otra parte, los cambios de temperatura suscitados
durante la inseminacion artificial pueden dar lugar al colapso de la membrana, encogimiento y
desnaturalizacion de las proteinas del espermatozoide (Zoi et al., 2019). Ademas, también se
ha reportado que las membranas mitocondriales y la estructura del acrosoma son
extremadamente sensibles a los procesos de descongelacién (Yilmaz et al., 2019), por lo que
el control de los cambios de temperatura en un tiempo determinado se debe llevar con mucha
precaucion. Por tal razén, la técnica de inseminacion artificial simplificada asegura, de forma

Optima, la integridad de los espermatozoides.
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CONCLUSIONES

Con este trabajo se concluye que es posible simplificar el protocolo estandar existente de
inseminacion artificial. La eliminacion de uno de los varios gradientes de temperatura después
de la extraccion del semen del tanque de N2 no aumenta la viabilidad ni la integridad de los
acrosomas bovinos. Sin embargo, el acortamiento del procedimiento facilita la logistica en las
operaciones ganaderas con programas de inseminacion artificial, sobretodo cuando se manejan
poblaciones animales grandes. De esta manera, estamos haciendo un aporte para lograr la tan
deseada diseminacion de la inseminacion artificial en el Ecuador, promoviendo asi, la
produccion de leche y carne, que son alimentos de la canasta basica y representan el ingreso

econdmico de millones de ecuatorianos.

Gracias a este estudio se ha avanzado en el conocimiento del procedimiento de inseminacion
artificial y sus etapas criticas. En un futuro se sugiere evaluar la motilidad del espermatozoide
y la integridad de la membrana (prueba de choque hiposmotico) del espermatozoide, que
permita comprender si la técnica de inseminacion artificial simplificada genera resultados
similares 0 mejores en cuanto a dichos pardmetros, lo cual contribuira al conocimiento del

efecto de los cambios de temperatura en la estructura de los espermatozoides de toro.



Tabla 1

Tabla #1. Porcentajes de acrosomas positivos de espermatozoides de 5 toros despues del

TABLAS

tratamiento control y experimental

Toro Tto. Acrosoma_Pos
1(1.1 77,41
1(1.2 71,17
1(1.3 61,72
1(1.4 56,15
1(1.5 68,28
1/1.6 68,94
111.7 78,97
1/1.8 51,44
1(1.9 75,65
1/1.10 67,05
2121 86,87
212.2 94,44
212.3 95,88
2|24 95,89
2125 92,07
2|2.6 97,27
2|27 99,11
212.8 99,19
2129 97,73
212.10 95,56
313.1 96,08
313.2 94,26
3]13.3 95,83
3134 96,15
3|35 93,04
3|3.6 95,51
3|3.7 89,31
3/3.8 96,23
3/3.9 85,91
3/3.10 97,10
4141 96,36
4142 92,35
414.3 96,55
4144 95,35
445 98,15
414.6 93,85
4147 93,27
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Tabla 2

Tabla #2. Andlisis de varianza de porcentajes de acrosomas positivos entre los dos

Tabla 3

414.8 91,00
414.9 93,42
414.10 93,55
5|51 94,78
5|5.2 90,45
5|53 93,16
5|54 94,77
5|55 91,59
5|5.6 91,96
5|5.7 93,84
5|5.8 93,86
5|59 88,29
5]5.10 89,72

tratamientos.

Source. DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Tto. 1 0,21 0,208 0,02 0,902
Toro 4 3453,29 863,323 63,90 0,000
Error 44 594,46 13,510

Lack- 4 130,91 32,728 2,82 0,037
of-Fit

Pure 40 463,55 11,589

Error

Total 49 4047,96
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Tabla #3. Porcentajes de viabilidad de espermatozoides de 5 toros después del tratamiento

control y experimental

Toro Tto. Vivos
1(1.1 61,15
1(1.2 58,59
1(1.3 58,56
1(1.4 61,86
1(15 56,14
1(1.6 63,52
1(1.7 57,66
1(1.8 60,43
1(1.9 62,63
1/1.10 55,25
2121 61,86
2122 58,56




2123 55,25
2|24 60,43
2125 57,66
2|12.6 56,14
2|12.7 58,59
2|28 61,15
2129 62,63
2/2.10 63,52
3(3.1 64,62
3[3.2 58,59
3133 61,24
3134 57,87
3135 65,14
3|3.6 60,12
313.7 60,71
313.8 64,67
3[3.9 57,89
3/3.10 66,37
4141 60,14
414.2 71,01
414.3 68,64
4144 64,95
4145 60,26
414.6 58,79
4147 60,71
414.8 65,12
414.9 62,80
414.10 71,57
5|5.1 66,18
5|5.2 64,71
5|53 66,41
5|54 65,73
5|55 66,39
5/5.6 60,00
5|5.7 63,49
5|5.8 57,80
5|59 55,93
5]5.10 61,27

Tabla 4

Tabla #4. Andlisis de varianza de porcentajes de viabilidad entre los dos tratamientos.

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Tto. 1 0,000000 0,000000 0,30 0,588
Toro 4 0,000000 0,000000 3,21 0,021
Error 44 0,000000 0,000000
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Lack-
of-Fit

Pure
Error
Total

4 0,000000 0,000000
40 0,000000 0,000000

49 0,000000

0,58

0,676
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FIGURAS

Figural

Environment and body temperatures during sham artifitial
insemination in cows
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Figura #1. Temperaturas corporales y del ambiente obtenidas al realizar la inseminacion
artificial en vacas.

Figura 2

Figura #2. Resultados de las tinciones Giemsa y Eosina-Nigrosina. A. Espermatozoides en
tincion Giemsa. La flecha verde indica un espermatozoide con un acrosoma normal
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(acrosoma positivo). La flecha roja indica un espermatozoide con un acrosoma anormal
(acrosoma negativo). B. Espermatozoides en tincion Eosina-Negrosina. La flecha verde
sefiala un espermatozoide vivo. La flecha roja sefiala un espermatozoide muerto.

Figura 3
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Figura #3. Supuestos de ANOVA de los porcentajes de espermatozoides con acrosoma
positivo después de los tratamientos control y experimental.

Figura 4
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Boxplot Acrosoma_Pos
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Figura #4. Box-Plot comparativo entre los porcentajes de espermatozoides con acrosoma
positivo obtenidos en los tratamientos control y experimental.

Figura 5
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Residual Plots for Viabilidad
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Figura #5. Supuestos de ANOVA de los porcentajes de espermatozoides vivos después de los
tratamientos control y experimental.

Figura 6



Boxplot Viabilidad

72,5

70,0

67,5

65,0

Data

62,5

57,5

35,0

I L]
Control Experimental

32

Figura #6. Box-Plot comparativo entre los porcentajes de espermatozoides vivos obtenidos

en los tratamientos control y experimental.
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