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1. RESUMEN / ABSTRACT

La mejora en los protocolos de criopreservacion espermatica post-mortem es muy importante
en algunas razas como el toro de lidia, donde la bravura es uno de los criterios de seleccidn.
Nuestro objetivo es la caracterizacion de la calidad seminal procedente de epididimos post-
mortem, junto con su capacidad de conservacion dentro del epididimo a 52C durante varios
dias de toros lidiados en la plaza. Los toros (n=31) se dividieron en 3 grupos: (A) prueba de
conservacién de hasta 2 dias (n=20) (B) prueba de conservacién de hasta 3 dias (n=26) (C)
prueba de conservacién de hasta 4 dias (n=25). Ademas, se afiadid un cuarto grupo de
animales de matadero (n=7) en los que el procesado comenzd a tan sdélo 2 horas post-mortem
y se conservo durante 2 dias. Para definir la calidad inicial del toro, se utilizé el testiculo
procesado 12-15h post-sacrificio. Los parametros seminales evaluados fueron: volumen,
concentracién, motilidad total, motilidad progresiva, VCL (Velocidad curvilinea), VSL (Velocidad
rectilinea), VAP (Velocidad promedio), LIN (Linealidad) y STR (Rectitud del movimiento)
obtenidos con el sistema CASA (Computerized Assisted Sperm Analysis). Ademas se
contabilizaron los distintos tipos de morfoanomalias (tincidon eosina/nigrosina) y se evalué el
estado de condensacién de la cromatina (Diff-Quick modificado). En el estudio estadistico, se
utilizé el Test de Pearson para las correlaciones, mientras que las diferencias estadisticas entre
los dos testiculos del mismo animal conservados a diferentes dias, se determinaron mediante
la comparacion de medias (Statistical Package Scientific System, SPSS for Windows, 15.0). Los
resultados muestran que, tras la muerte en la corrida, un porcentaje importante de animales
44,44%, no cumple unos minimos de calidad seminal para garantizar una buena conservacion
del germoplasma. En nuestras condiciones experimentales, la conservacién de los testiculos a
59C hasta 12-15 horas después de la muerte en la plaza, mantuvo la calidad seminal de las
muestras. Sin embargo, no nos fue posible garantizar la viabilidad de las muestras mas alla de

las 15 horas de conservacion.

ABSTRACT
The improvement in post-mortem sperm cryopreservation protocols is very important in some
breeds such as bull fighting, where bravery is one of the selection criteria. Our objective is to

evaluate seminal quality in post-mortem epididymis, combined with its preservation capacity
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inside this organ at 52C for several days, of bulls that have fought in the square. The bulls (n =
31) were divided into three groups: (A) conservation test of up to 2 days (n = 20), (B)
conservation test of up to 3 days (n = 26), (C) conservation test of up to 4 days (n = 25). In
addition, a fourth group of animals from the slaughterhouse (n = 7) were added, evaluating it
within 2 hours post-mortem and at the second day after its death. The processed testis 12-15h
post-slaughter was used to define the initial quality of the bull. The seminal parameters
evaluated were: volume, concentration, total motility, progressive motility, VSL (linear
velocity), VAP (linear velocity), LIN (Linearity) and STR (motion straightness) obtained with
CASA (Computerized Assisted Sperm Analysis). In addition, the different types of
morphoanomalies (eosin / nigrosine staining) were counted and the condensed state of the
chromatin (modified Diff-Quick) was evaluated. In the statistical study, the Pearson Test for
correlations was used, whereas the statistical differences amongst the two testicles of the
same individual preserved at different days were determined by means comparison (Statistical
Package Scientific System, SPSS for Windows, 15.0). The results show that, after the bullfight, a
significant percentage of dead animals (44.44%) do not meet a minimum of seminal quality to
ensure a good conservation of the germplasm. In our experimental conditions, preservation of
the testes at 5 °C within 12-15 hours after the death in the run, guaranteed the seminal quality
of the samples. However, under our experimental conditions, it is not possible to guarantee

the viability of the samples beyond 15 hours of storage.

2. INTRODUCCION

La crianza del toro de Lidia es uno de los negocios mas antiguos e importantes en nuestro pais,
por la gran aficion a la tauromaquia que hay en él. El principal objetivo de la crianza de esta
raza es la produccién del comportamiento, caracterizado por su bravura (Rodriguez, 1991). Los
parametros buscados en la seleccion de los reproductores se basan en parametros etoldgicos
como la rectitud y prontitud de la embestida, y morfoldgicos como las henchuras, el trapio o la

cornamenta. (Posado, 2014)

Uno de los problemas que se le plantea a los ganaderos de esta raza es la evaluacién del
caracter comportamental de los individuos. Ya que aunque en las propias ganaderias prueben

a los animales a través de la tienta, no es hasta el momento de la lidia cuando se observa el
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comportamiento del animal en su totalidad, y una vez aqui de poco sirve, ya que tras la lidia

sera sacrificado.

La preservacién del material genético de ciertos individuos estd adquiriendo gran importancia
en este campo, por lo que se han buscado medios que permitan mantener la diversidad
biolégica (Rodriguez, 1991). Recuperar y criopreservar espermatozoides tomados de epididimo
constituye una manera util de rescatar el material genético de individuos que hayan sido
sacrificados en la lidia y sean valiosos para el ganadero, ya que los espermatozoides del

epididimo tienen capacidad fecundante (Saavedra y cols, 2012).

Teniendo en cuenta la importancia de la
recuperacion de espermatozoides que se
perderian por el sacrificio del animal, el
objetivo del trabajo es estudiar las
caracteristicas morfoldgicas y funcionales

de espermatozoides de toros lidiados,

recuperados de epididimos refrigerados a

Figura 1. Semental de la Ganaderia Juan Manuel Criado

5¢C

2.1 LA RAZA DE LIDIA

El toro de lidia tuvo su origen en Espafia, y desde aqui se extendid a Portugal, sur de Francia y
numerosos paises del Continente Americano durante el siglo XX. Desde sus origenes, el toro de
lidia se ha diferenciado de los restantes vacunos por la presencia de un caracter etoldgico
propio de esta raza y que se conoce con el nombre de bravura (Rodriguez, 1991).

A lo largo de la historia, la seleccién realizada sobre los ejemplares destinados a los
espectdculos taurinos se ha dirigido fundamentalmente a la bdsqueda del caracter de bravura,
circunstancia que ha dado lugar a una raza que mantiene cierta homogeneidad en su
comportamiento y que se contrapone a su gran variabilidad de caracteres étnicos lo que hace
qgue carezca de un estandar racial. Estas circunstancias convierten al toro de lidia en un
ejemplar Unico (Purroy, 2003).

La seleccién del vacuno de lidia entraia grandes dificultades que vienen determinadas, de una

parte, por tratarse de un caracter comportamental, dificil de interpretar, y de otra, porque su



comprobacién sélo puede realizarse una vez. Ademas la valoracion de ese comportamiento es
totalmente subjetiva y personal (Rodriguez, 1991).

Para decidir si un ejemplar se queda en la ganaderia como reproductor o es desechado se
tienen en cuenta tres factores: Genealdgico, Morfolégico y Funcional, realizandose
posteriormente una Comprobacién de la Descendencia.

Las pruebas de valoracion funcional que se realizan en la ganaderia son:

2.1.1 La tienta

La tienta es una operacion de campo para probar la bravura y las condiciones para la lidia de
las reses. Se realiza con toda la camada de hembras de la ganaderia cuando estas cumplen los
dos afios de edad, generalmente. En cambio en machos sdélo se realiza con unos pocos
ejemplares elegidos por el ganadero tras realizar la seleccién genealdgica y morfoldgica previas
(Posado, 2014). La tienta es llevada a cabo por toreros o por aficionados practicos expertos en
el tema, cuyo objetivo consiste en generar en el animal los estimulos que encontrara en la
plaza y observar como reacciona, seleccionandolos por su comportamiento en la lidia y elegir

asi los reproductores para la ganaderia (Rodriguez, 1991).

2.1.2 La retienta

Como su propio nombre indica, es una prueba consistente en volver a tentar una res. Tiene
unos resultados muy dispares y poco claros, dependiendo de cada individuo y del tiempo
transcurrido desde la primera tienta. Solamente es recomendable su prdactica cuando un
ganadero adquiere un lote de reses ya tentadas y cuyas notas desconoce o no le resultan
fiables (Rodriguez, 1991).

2.1.3 Tienta a campo abierto

Sélo se realiza en algunas ganaderia andaluzas, se lleva a cabo con toda la camada de erales
(animal que no supera los dos afios de edad), consiste en acosar y derribar al animal, mediante
un hombre a caballo utilizando como herramienta una garrocha (palo de madera de 3-4 m de
longitud con una punta de acero de 16cm con la que se golpea al animal). Lo que el ganadero
busca es tener idea de la bravura de cada res y de la homogeneidad o heterogeneidad que
presenta la camada en este sentido (Purroy, 2003).

2.1.4 El indulto

Si el animal muestra unas condiciones excepcionales para la lidia durante el festejo se anula su

sacrificio y vuelve a la ganaderia. Es la prueba funcional por excelencia ya que se evalua el



comportamiento del animal en la misma plaza de toros (Montes, 1836). Esta definido en el
articulo 83 del Real Decreto 145/1996 de 2 de febrero, actual Reglamento de Espectaculos
Taurinos, como el perddn de la vida a aquellos animales de excelente comportamiento y trapio
(buena planta de un toro de lidia) que bajo diferentes garantias reglamentarias resulten

sobresalientes para la aficion, el toreo, el ganadero o mayoral y la Presidencia (Posado, 2014).

El dltimo paso para la seleccién de un individuo es la comprobacién de su descendencia y la
transmision de buenas cualidades a la siguiente generacidn. Se ha hablado anteriormente de
las cualidades que se exige a cada ejemplar para ser considerado reproductor en la ganaderia,
pese a su importancia, lo fundamental de cada reproductor no es su bravura en si, sino el
hecho de que sea capaz de transmitir todas sus virtudes a la siguiente generacion (Purroy,
2003).

En el caso de las hembras es conveniente esperar a ver los resultados en la tienta de tres de
sus hijas, nacidas del cruce con distintos sementales. Respecto a los machos hay que tener
mas cautela ya que producen un elevado nimero de descendientes cada afio y cuando
transmiten caracteristicas negativas pueden hacer naufragar con rapidez todo el trabajo de

seleccién (Montes, 1836).

2.2 MANEJO DE LA REPRODUCCION

Al ser un sistema extensivo el ciclo reproductivo de
esta raza se encuentra perfectamente adaptado
(Purroy, 2008). Segun la regién donde nos

encontremos se aplicara un ciclo u otro.

El MAGRAMA, a través del Libro Genealdgico de la

raza bovina de Lidia, controla todos los aspectos

relativos a la reproduccién de la raza de Lidia tanto

Figura 2. Hembra de la ganaderia Juan Manuel Criado

en lo referente a la declaracion de lotes de

cubricion por el sistema de monta natural o monta dirigida, como el uso de técnicas de
reproduccion asistida. El libro esta regulado por Real Decreto 2129/2008 de 26 de diciembre
por el que se establece el Programa nacional de conservacion, mejora y fomento de las razas
ganaderas, y la gestion del control del Libro Genealdgico lo ejercen las Organizaciones vy

Asociaciones ganaderas, que tienen concedido el titulo de Entidades Colaboradoras, y se



encargan de enviar la informacién correspondiente al Ministerio (Posado, 2014).

2.2.1 Sistema de monta natural

Es el sistema mas utilizado en la raza de Lidia, consiste en agrupar cierto nimero de hembras
con un semental durante tres y ocho meses para obtener un nimero de partos considerable y
ayudar al facil manejo de la ganaderia. Si la ganaderia no dispone de instalaciones necesarias
para separar lotes de hembras se introduce por turnos el semental para poder garantizar la
paternidad (Rodriguez, 2002). Entre las ventajas de la monta natural, destaca su simplicidad en

el manejo y entre los inconvenientes, la diseminacion de enfermedades.

2.2.2 Sistema de monta dirigida

Este sistema no esta tan extendido en esta raza, pero con él se puede duplicar, con un solo
semental, el nimero de hembras atendidas. Se suele utilizar un macho castrado,
vasectomizado o entero, con el pecho tintado de modo que marque la grupa de las hembras
gue intente montar, de esta manera sabemos cudles toleran la monta y cudles no. Las hembras
aptas son encerradas de manera individual en corrales donde luego se lleva al semental

elegido, permitiéndole realizar 1-2 saltos por monta (Saavedra, 2012).

Entre las ventajas destaca que, un semental puede cubrir un nimero elevado de vacas, elegir
los cruzamientos, concentrar las cubriciones y los partos, utilizar tratamientos de
sincronizacién de celo en las hembras y mejorar el manejo reproductivo en los sementales
viejos y entre los inconvenientes, el elevado coste de la mano de obra, la complejidad para
detectar hembras en el campo y la posible inhibicién sexual del macho por realizarse en

condiciones no habituales (Posado, 2014).

2.2.3 Inseminacion artificial

La inseminacién artificial (IA) es la técnica mas importante creada para el mejoramiento
genético de los animales. Esto es posible porque con unos pocos machos altamente
seleccionados se producen suficientes espermatozoides para inseminar miles de hembras al
ano. (Hafez, 1989). Basicamente la IA consiste en la introducciéon de semen en vacas de toros
genéticamente calificados a los cuales se les ha recolectado el semen por distintos métodos.
Este semen permanece conservado hasta su utilizacién (Foote, 2002).

Algunas de las ventajas de esta técnica son su gran rapidez, el bajo riesgo de lesién del toro, el



bajo coste econémico y sobre todo el aprovechamiento de la muestra seminal. Y como
inconvenientes principales seria la necesidad de un buen conocimiento de la técnica por parte
del operario, el estrés generado en el animal y la disminucion de la fertilidad en la

criopreservacion del semen (Vishwanath, 2003).

2.3 SISTEMAS DE RECOLECCION DEL SEMEN
Existen tres métodos de coleccién de semen: la vagina artificial, la electroeyaculacién y la

recogida postmértem.

2.3.1 Vagina artificial.

Es un método muy practico y da muy buenos resultados. Consiste en un tubo rigido con una
manga de goma que se llena con agua tibia (409) a fin de simular la temperatura corporal. El
toro debe ser estimulado con una vaca o novilla que se encuentre en celo para estimular la
excitacion y sucesiva eyaculacion. En el momento que de la protusidon del pene, se desvia con
la mano y se introduce en la vagina artificial, donde se deposita el semen. (Hafez, 1989)

Como ventajas se podria destacar el bajo coste del colector del semen y la disminucion de
estrés causado en el animal comparandolo con otras técnicas como la electroeyaculacion

(Barth, 2004).

Figura 3. Extraccion de muestra seminal con vagina artificial

2.3.2 Electroeyaculacion

La electroeyaculacién es la técnica de recogida seminal mas utilizada en la raza de Lidia por su
sencillez, rapidez y eficacia. En este método se hace uso de un electroeyaculador que no es

mas que un electrodo conectado a una bateria que genera estimulaciones ritmicas provocadas
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por corrientes no mayores a 20 voltios (Hafez, 1989).
El electroeyaculador es introducido en el recto del toro y su funcion es estimular las gandulas
anexas del aparato reproductor del toro para facilitar el eyaculado. La estimulaciéon no

extenderd a mas de cinco minutos.

El toro estimulado lograra la protrusién del pene entre 5 y 8 minutos después de iniciada la
estimulacién, en algunos casos se debe ayudar al toro. Se debe tener preparado con

anticipacién el material a utilizar para la recoleccién del semen (Cary, 2004)

2.3.3 Postmdrtem

Tras la muerte del animal existen técnicas como la recoleccion de espermatozoides de la cola
de los epididimos muy Utiles para conservar el material genético de animales en extincién o en
el caso de la raza de Lidia de individuos de alto valor para el ganadero y que son sacrificados
durante su lidia en la plaza. La maduracion, o desarrollo progresivo de la capacidad fertilizante
de los espermatozoides sucede en la cabeza y el cuerpo del epididimo y es en la cola de este
ultimo donde se almacenan. La técnica consiste en, extraer los testiculos del escroto y separar
las colas epididimarias cortando la unién entre la base del testiculo con el cuerpo del

epididimo y con el conducto deferente (Albers, 2006; Ribeiro, 2014; Oyeyemi, 2006).

Posteriormente la extraccion de los espermatozoides se puede realizar por tres métodos:

¢ Recoleccién por flujo retrégrado: mediante corte transversal en el septum del epididimo y

perfusion.

¢ Recoleccién por desmenuzamiento de la cola del epididimo: se corta finamente y se filtra la

cola del epididimo, para obtener el material seminal.

¢ Método mixto: perfusion mas desmenuzamiento. (Posado, 2014)

Para la supervivencia espermatica es muy importante el manejo del epididimo y el tiempo
transcurrido desde el sacrificio del animal hasta la extracciéon del semen, asi como la

refrigeracion del testiculo una vez extraido (Papa, 2015)



2.4 EVALUACION DE PARAMETROS SEMINALES

El espermatozoide es una célula altamente especializada y con una funciéon bioldgica compleja,
se puede ver modificada por diversos factores ya sean externos o internos, para determinar el
potencial de fertilidad es necesario el analisis de distintas caracteristicas fisicas que se

describen a continuacién (Hafez, 1989):
2.4.1 Aspecto y volumen

El eyaculado de toro se caracteriza por un liquido denso, cremoso, ligeramente amarillento,
gue contiene una suspension de espermatozoides en plasma seminal. El andlisis del aspecto y
el volumen se debe realizar tras la eyaculacién. La muestra serd descartada con la presencia de
pelos, contaminantes externos y suciedad. A partir del grado de opacidad de la muestra

podemos deducir la concentracion aproximada de espermatozoides (Posado, 2014).

. . . 3 o
El volumen medio establecido para el ganado bovino es de 4-6 cm™ con una variacion de entre
3 ., - 3
1-15 cm™. Concretamente los toros jovenes pueden suministrar de 1 a 3 cm~ de semen,

. o 3
mientras que los adultos (11-13 afios) pueden eyacular de 10 a 15 cm™ (Hafez, 1989). En
funcion del método de recogida, estado fisiolégico del macho, raza, tamano corporal,
alimentacién y régimen sexual al que se le somete se pueden observar variaciones en la

muestra.
2.4.2 Concentracidon espermatica.

La concentracién espermatica se define como el nUmero de espermatozoides por unidad de

volumen (expresado normalmente en millones por ml) del eyaculado. La concentracion media

para el ganado bovino es de 2x10° espermatozoides/ml en jévenes y de 1,8><109

espermatozoides/ml en los adultos, pero existe una alta variabilidad entre toros, e incluso

entre distintos eyaculados de un mismo toro (Lu, 2004; Hafez, 1989).
2.4.3. Movilidad espermatica

La movilidad espermatica refleja la actividad flagelar del espermatozoide siendo este un

parametro fundamental para el transporte espermatico y la capacidad de penetracion en el



ovocito, aunque no nos asegura la capacidad fecundante del mismo (Bilodeau, 2001; Moreno,

2002).

Existen varias formas de evaluacion de la movilidad espermatica:

. Movilidad masal: movimiento de superficie que refleja el vigor de las ondas que
produce la masa espermatica en movimiento.

. Movilidad individual: se observa el porcentaje de células méviles de una muestra y la
calidad del movimiento.

. Movilidad progresiva: es el porcentaje de espermatozoides con movimiento progresivo.

El estudio de la movilidad espermatica se puede realizar por dos métodos el mas utilizado es la
valoracién subjetiva que consiste en evaluar el porcentaje de espermatozoides mdviles, asi
como, el tipo de movimiento que presentan de forma inmediata y econdmica. Es de gran valor
cuando lo realizan personas experimentadas sin embargo, la exactitud y precision estan
limitadas en funcion de las condiciones del sistema de medida y de la destreza del observador

(Hafez, 1989).

El otro método, se basa en el uso de sistemas informatizados de digitalizacion de imagenes
denominados CASA (Computer Assisted Motility Analysis). Capturan el movimiento
espermatico y lo analizan en tiempo real, aportando un gran volumen de informacion (Hoflack

y cols., 2006, Contril y cols., 2009).

Figura 4. Capturas del sistema CASA en el momento de obtencidn de los pardmetros cinéticos

Para conocer qué método es mas objetivo, Januskauskas y col., (2001) realizaron un andlisis de
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la movilidad post-descongelacién con la valoracién subjetiva y el analisis informatizado y los
resultados no difirieron significativamente. En ambos casos hubo correlaciones positivas entre

movilidad y fertilidad (Contri, 2010).

2.4.4. Anomalias morfoloégicas.

El analisis morfoldgico de los espermatozoides es una prueba de control de calidad que refleja
el estado fisiolégico o patoldgico de la funcionalidad de los testiculos, epididimos y glandulas
accesorias del semental (Chenoweth, 2005, Enciso y cols., 2011). Se producen por una
espermatogénesis o espermiogénesis defectuosas, por herencia, enfermedades, estrés por
calor o frio, exposiciones a condiciones medio ambientales adversas, reposo sexual prolongado
(mayor de 60 dias) o por el uso de técnicas inadecuadas en la manipulacion del semen.
Generalmente se acepta que no deben existir mas de un 30% de anomalias morfoldgicas en los
recuentos efectuados. Se pueden utilizar técnicas de valoracidon subjetiva con diversas
tinciones (Eosina-Nigrosina, Papanicolau, Giemsa, Diff-Quik), por fijacidon con glutaraldehido o
formaldehido de la muestra y a continuacién se realiza la valoracién por microscopia de

contraste de fases (Saacke, 2008; Walters, 2004).

Anomalias cabeza Anomalias cola Gota citoplasmatica Pérdida acrosoma

Figura 5. Capturas de espermatozoides con anomalias obtenidas durante el estudio.

2.4.5 Integridad acrosémica

Cabe destacar entre las morfoanomalias aquellas que afectan al acrosoma. El acrosoma es un
saco membranoso con propiedades de lisosoma que recubre la mitad anterior de la cabeza del
espermatozoide. Para que un espermatozoide pueda, durante el proceso de fecundacién,
penetrar al ovocito cruzando la zona pellcida, es necesario que sufra la denomina reaccion
acrosdmica, es decir liberar el contenido acrosomal cuando esta en presencia del ovocito. Para

ello debe alcanzar el lugar de fecundacién teniendo el acrosoma intacto. Durante la recogida,
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procesado y la conservacién de los eyaculados, los espermatozoides pueden experimentar la
denominada “falsa” reaccién acrosémica, es decir liberar el contenido acrosomal, lo cual les
incapacitard para la fecundacion. Para comprobar su integridad, debemos analizar el borde
apical del espermatozoide en forma de semiluna o uia y constatar cuantos espermatozoides

mantienen dicha semiluna intacta (Hafez, 1989) (Anexo I).

2.4.6 Estado de descondensacion de la cromatina.

Durante la espermatogénesis los espermatozoides sufren un proceso de maduracién en el
epididimo y se produce el cambio de espermatogonias diploides a espermatozoides maduros
haploides. Este proceso de maduracién conlleva el empaquetamiento de la cromatina nuclear
y las protaminas, sustituiran a las histonas (Evenson, 1980). La espermatogénesis defectuosa,
la apoptosis celular o el estrés oxidativo, alteran el estado de condensacién de la cromatina
espermatica. Las alteraciones de la cromatina con la infertilidad en la especie bovina

(Ballachey y col., 1987; Karabinus y col., 1990),

Metodologias para la deteccidén del dafio en el ADN espermatico son el test de Dispersion de la
Cromatina Espermatica (SCD: Sperm Chromatin Dispersion) (Fernandez y col., 2003; Gosalvez y
col., 2006; Fernandez y col., 2007) el ensayo cometa (Slowinska y col., 2008; Enciso, y col.,
2011b; Gosalvez y col., 2011b; Gliozzi y col., 20119, el Ensayo de estructura de la cromatina
(SCSA: Sperm Chromatin Structure Assay) (Ballachey y col., 1987) el Ensayo de marcado del
extremo libre por dUTP (TUNEL: Terminal dUTP Nick End Labeling) (Gorczyca y col., 1993).
También existen metodologias de tincién basadas en el empleo del Azul de Anilina, el Azul de
toluidina o el Diff Quick, en las que el colorante metacromatico se incorpora en la cromatina
en los espermatozoides dafado o a los espermatozoides donde la cromatina todavia posee

histonas ,defecto de protaminacién (Oliveira et al, 2013).
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3. OBJETIVOS

En este trabajo se plantean los siguientes objetivos:

1. Caracterizar la calidad seminal de espermatozoides epidimarios de toros de lidia tras
su muerte en la plaza.

2. Evaluar el efecto de diferentes tiempos de conservacion sobre los parametros de
calidad seminal.

3. Comprobar si la técnica de extraccion seminal de epididimo es util para la
criopreservacion espermatica en estas condiciones.

4. Extraer recomendaciones sobre el protocolo mas adecuado para obtener muestras

viables a partir de esta técnica.

4. MATERIAL Y METODOS

4.1. MATERIAL BIOLOGICO Y LABORATORIAL

En este estudio se han utilizado los testiculos obtenidos post-mortem de 31 toros lidiados en
las fiestas de San Lorenzo del afio 2015 en la comarca de Huesca de 8 ganaderias distintas y 7
toros de matadero. El rango de edad de los toros de lidia fue entre 4-5 afios, sin embargo los
toros del matadero fueron menores de 2ainos. Respecto al material se ha utilizado el material

inventariable y fungible de uso habitual en un laboratorio de tecnologia seminal.

4.2.METODO

4.2.1. Recogida testiculos
En matadero o en plaza de toros, tras la muerte del animal fueron extraidos de la canal y
transportados en nevera portatil a 52C hasta el laboratorio donde se conservaron en

refrigeracion.

4.2.2. Extraccion semen epididimario 12-15h post-sacrificio
- Utilizaremos uno de los testiculos y el otro lo reservaremos para un posterior

procesado en refrigeracién.
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Diseccién de la cola del epididimo y el conducto deferente, retirando la tunica vaginal
y los vasos sanguineos con bisturi y tijera recta.

Localizar la zona media de la cola del epididimo y realizar un corte transversal en el
lugar anterior al comienzo de la disminucién del didmetro epididimo, para obtener la
mayor cantidad de espermatozoides posibles.

Situamos la cola del epididimo en una placa de Petri, previamente tarada, para luego
poder pesar el volumen de muestra extraido, se introduce una aguja de calibre 22 con
punta “roma” y una jeringa de 20 ml con aproximadamente 10 ml del diluyente
Triladyl® (Minitube) e introducimos el contenido de la jeringa en el interior del
epididimo de tal manera que el diluyente arrastra el contenido espermatico que esté
acumulado en el epididimo. A continuacién, se obtiene lentamente el liquido
espermatico epididimario por el extremo cortado de la cola del epididimo.

Para saber el volumen de muestra recogido, pesamos la placa de Petri con el
contenido extraido y a este peso le restamos el de la placa, previamente tarada y el del

volumen de diluyente utilizado para el lavado en este caso 10ml.

Diseccién del testiculo

Diseccidn del epididimo

Extraccién de semen por lavado

Figura 6. Diferentes fases de la extraccion de semen epididimario durante el estudio laboratorial.

4.2.3 Analisis CASA

Diluimos 250 ul de semen en 750ul de medio Europlus (PBS y 0,4% seroalbumina)

Se toma una alicuota de 5 ul que se deposita entre cubre y porta
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Posteriormente se coloca la preparacién sobre la platina del microscopio a 372C y se
procede a la captura de imagenes

La generacién de imagenes se realiza a través de una camara de video digital con un
ocular fotografico interpuesto de 3,3 X conectado al microscopio de contraste de fases
y objetivo de 100X. Y este microscopio a su vez conectado a un ordenador, que es
donde veremos dichas imagenes.

En este ordenador estd instalado el programa SCOPUS, es un sistema CASA (Computer
Assisted Sperm Analysis), que analiza muestras espermaticas, proporcionando sus
caracteristicas de concentracién, velocidad y cinética: la concentracion (mill/ml),
motilidad total(%), motilidad progresiva, velocidad de la trayectoria media
VAP(um/seg), velocidad curvilinea VCL(um/seg), velocidad rectilinea VSL(um/seg),

rectitud STR(%) y linealidad LIN (%) de cada muestra.

4.2.4. Clasificacion de los toros en funcion de su motilidad inicial

Siguiendo el criterio establecido por Posado Ferreras (2014), clasificamos los toros en

diferentes grupos en funcion de su motilidad seminal de partida. Se considera apto a partir de

una movilidad individual 260 % y se considerd bueno a partir de un 70 % de espermatozoides

moviles.

4.2.5

Morfoanomalias

La valoracion del porcentaje de morfoanomalias se realizara siguiendo la técnica siguiente:

Atemperar un porta-objetos y un cubre-objetos por muestra a 372C en la placa
calefactora.

Depositar 20 ul de dosis en el portaobjeto ya atemperado y afiadirle 10 ul de eosina-
nigrosina. Mezclar ambas soluciones.

Extender una fina capa de la mezcla de ambas soluciones sobre todo el portaobjetos.
Dejar secar a temperatura ambiente.

Observar al microscopio con el objetivo de (40x o 100x)
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- Evaluar las morfoanomalias contando 200 espermatozoides en la extension para cada
valoracién y con el criterio de normales o alterados.

- Estimar el resultado en porcentaje de espermatozoides que presentan estas
morfoanomalias; clasificAndolas de la siguiente manera: Anomalias cabeza; Anomalias

pieza intermedia, Anomalias cola, Gota proximal, Gota distal y Acrosomas dafiados.

4.2.6 Valoracion de Dispersion de la Cromatina Espermatica mediante tincion Diff
Quick

- Incubaremos la muestra durante 4h a 379C, ya que se ha demostrado que asi se
acelera el proceso de descondensacién de la cromatina en individuos con patologia.

- Colocamos una alicuota de 5ul de la muestra en un porta

- Realizamos la extensién con otro porta

- Lo fijamos con mechero o placa calefactora durante unos minutos

- Introducimos el porta con la muestra fijada en el primer pocillo que contiene una
solucion alcohélica durante una hora

- Sin aclarar introducimos directamente en el segundo pocillo con tincidn 1 durante otra
hora

- Y por ultimo introducimos de nuevo durante otra hora la muestra en el tercer pocillo
con tincién 2

- Eldltimo paso seria el aclarado con agua de grifo.

- Observamos la muestra al microscopio y diferenciaremos los espermatozoides con la
cromatina dispersa por su color rojo intenso y los que no la tienen condensada por su

color azul.

4.2.7 Extraccion semen epididimario a varios dias post-sacrificio
Realizaremos los mismos pasos vistos hasta ahora pero con el otro testiculo que habremos
guardado en refrigeracién a 52C hasta entonces. Los toros (n=31) se dividieron en 3 grupos: (A)
prueba de conservacion de hasta 2 dias (n=20) (B) prueba de conservacion de hasta 3 dias
(n=26) y (C) prueba de conservacion de hasta 4 dias (n=25). Ademas, se afiadio un cuarto grupo
de animales de matadero (n=7) en los que el procesado comenzd a tan sélo 2 horas post-

mortem y se conservo durante 2 dias.
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4.2.8 Tratamiento estadistico
Se realizé un analisis estadistico donde los resultados son presentados como media (X)*
desviacion estandar (DE). Para las correlaciones se utilizd el test de Pearson. Las diferencias
estadisticas entre los dos testiculos del mismo animal conservados a diferentes dias, se
determinaron mediante la comparacion de medias. También se evalud el efecto de la
ganaderia por un analisis de varianza (One-way ANOVA) o por su similar no paramétrico
Kruskal-Wallis- (Statistical Package Scientific System, SPSS para Windows, 15.0). Cuando se
obtuvo diferencias, se aplico el test de comparaciones multiples de Duncan. La homogeneidad
de varianzas mediante el test de Levene; en los casos en que no se cumplieron estas

condiciones se transformo la variable. Se trabajo para un nivel de significacion de p < 0,05.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacidn de la calidad seminal a 12-15 horas post-mortem (valor inicial)

Este trabajo es, hasta donde hemos encontrado en la bibliografia, el que examina mayor
volumen de animales de lidia, sacrificados en la plaza, ya que se han obtenido muestras de 31
toros de lidia y 7 de matadero, haciendo un total de 72 epididimos analizados. Los estudios
encontrados hasta el momento han analizado como maximo 28 toros en el caso de Victoria
Sanchez Israel, 22 toros en el de A.Ribeiro-Peres (2014) o 12 animales en el estudio de

Saavedra G.D et al. (2012).

5.1.1. Volumen seminal

Se afirma la técnica de extraccion seminal de epididimo como una buena forma de
criopreservar el germoplasma masculino. En el presente estudio se ha demostrado que la
técnica de extraccion de semen de epididimo es una buena eleccién para la criopreservacién
de germoplasma masculino en casos de sacrificio inevitable del semental, aunque la técnica
entrafa dificultades. La primera de ellas, obtener una muestra suficiente de esperma del
epididimo. En nuestro estudio el volumen seminal extraido tras canulacidon y posterior
desmenuzamiento del epididimo fue de tan solo 0,96 + 0,38 ml por epididimo y de 1,93 + 0,44
ml por toro. Este volumen es algo inferior al volumen medio obtenido por Posado Ferreras
(2014), con 4 ml por toro o a los 3,9 ml que Amann y Almquist, (1961) obtuvieron del

epididimo, en 8 toros Hosltein.
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Volumen seminal obtenido N Porcentaje de toros (%)
Hasta 1 ml 1 2,9
Entre 1-2 ml 17 50,00
Mas de 2 ml 16 47,05

Tabla y grdfica 1. Distribucion del volumen de semen epididimario obtenido en el grupo de toros procesados (n=34).

5.1.2 Concentracidon seminal
La concentracion media de los eyaculados fue de 468,32+ 311,13 millones de spz/ml. Este dato

es inferior al presentado por Posado Ferreras (2014), con 1385,88+732,691 millones de spz/ml.

Concentracién seminal (millones spz/ ml) | N Porcentaje de epididimos (%)
Hasta 100 4 5,88

Entre 100-500 41 60,29

Mas de 500 23 33,82

Tabla 2. Distribucion de concentraciones espermdticas de semen epididimario obtenido en el grupo de epididimos procesados

(n=68):

5.1.3 Motilidad y cinética. Aptitud para la conservacidn.
Otro inconveniente, es que la motilidad de partida no siempre es adecuada para proceder a la

conservacién. Como se menciona en el apartado de material y métodos, los animales fueron
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clasificados en funcién de su motilidad de partida en no-aptos (menos del 60% de motilidad
total), aptos (mas del 60% de motilidad), buenos (mds del 70% de motilidad total).

En nuestro el 55,5% de los 36 toros analizados tenian una motilidad total de partida apta o
buena para garantizar una conservacion (Tabla 1). Fue necesario descartar 17 de los 31
animales iniciales por motilidades inferiores al 60% a dia uno, acontecimiento habitual en

otros estudios como en el de Victoria Sanchez Israel, donde descartaron el 67, el 86% de los

animales.
Mot T Mot P VAP VCL VSL LIN STR
NO APTO 22,781 6,555, 19,78+1 46,95+21 11,12+ 23,03+ 38,412
(<60%MotT) n=16 2,34 76 0,40 ,89 7,95 7,98 9,04
APTO 61,756, 16,72+ 35,948,9 79,91+18 18,63+ 23,37+ 56+4,6
(>60% MotT) n=6 04 3,08 1 ,37 5,4 2,42 9
BUENO 85,12+7, 22,4+8, 49,531 106,59+2 25,96+ 23,49+ 43,22
(>70% MotT) n=14 35 09 5,70 8,61 8,79 3,37 1,67

Tabla 3 .Comparativa de las medias y desviaciones estdndar de las motilidades y parametros cinéticos a dia 1 entre tres grupos de

individuos APTOS, NO APTOS y BUENOS

En el trabajo de Posado Ferreras (2014), se obtuvo una motilidad media a partir de 10 toros de
lidia sacrificados en la corrida del 60,50£24,99%. Mientras que Stout, (2012) en 4 toros de la
raza Holstein 70,60%, Amann vy Griel (1974) en 7 toros de la raza Holstein del 65%.

Otros autores (Amann y Almquist, 1961; Way y col.,, 2000; Reyes-Moreno y col., 2000)
utilizando la misma técnica de obtencidn, reportaron valores de Motilidad de 70%, 67-75% y
96%, respectivamente. En nuestro estudio, si se obviasen los 3 peores toros con motilidad
practicamente nula (inferior al 5%), el porcentaje de motilidad media se situaria en el 59,00+

29,7%, valores similares a los de Posado Ferreras.
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NO APTOS % APTOS% BUENOS%

Ganaderia A n= - 75 25
Ganaderia B n=6 66,60 - 33,33
Ganaderia C n=6 25 25 50
Ganaderia D n=4 - - 100
Ganaderia E n=3 - - 100
Ganaderia F n=2 66,6 16,66 16,66
Ganaderia G n=1 66,6 33,3 0
Ganaderia H n=5 60 0 40

Tabla 4. Comparativa de calidad espermdtica entre ganaderias

Otros autores como Saavedra y cols. (2012) realizaron la comparativa de los parametros
cinéticos y las motilidades entre dos ganaderias (12 animales pertenecientes a dos ganaderias
distintas) y se observé que para las variables evaluadas; concentracién espermatica, la
motilidad individual, vivos y muertos, morfoanomalias y acrosomas normales, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre testiculos sino que se
encontré que en las variables que hubo diferencias estadisticamente significativas, siempre se
presentaba entre ganaderias y no tuvo que ver nada el efecto testiculo. Las diferencias
significativas en las variables encontradas fueron siempre entre ambas ganaderias y no entre
animales, por lo que hay que pensar, que en principio, existe bastante homogeneidad para los
parametros reproductivos entre los animales de una misma ganaderia, ya que genéticamente
es una poblacion muy homogénea y que en ocasiones lucha para evitar la consanguinidad
(Cafién, 2005).

En nuestro estudio, no se ha encontrado efecto significativo significativo por ganaderia de
origen, ni el dia de procesado inicial, pero esto podria deberse al pequefio nimero de

ejemplares testados en alguna de las ganaderias.

5.1.4 Morfoanomalias

Para el andlisis de morfoanomalias espermaticas en funcién de la ganaderia sélo se puedo
realizar una estadistica descriptiva, por el bajo nimero de animales de algunas ganaderias. En
la ganaderia D muestra en general toros con un mayor porcentaje de anomalias de cabeza y la

ganaderia C, un mayor porcentaje de gotas proximales. Esto se relaciond con la calidad de la
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espermatogénesis y con pruebas de valuacién del parénquima testicular (datos no mostrado,

Echegaray y cols, 2016).

FA. cabeza FA. p.inter FA. cola FA.gotaprox  FA.gotadistal
GanaderiaA n=4 2,75+2,53 3,12+2,17 3,25%#2,22 541,78 40,75+31,02
GanaderiaB n=6 3,25%2,44 4,7516,01 1,5+1,41 7,0843,15 64,25+12,57
GanaderiaC n=6 3,25%2,73 1,58+1,16 1,83+1,21 10,17+10,91 55,67+19,78
GanaderiaD n=4 9,2517,72 1,5+1,29 1,12+0,63 4,25+1,94 69,7518,31
GanaderiaE n=3 0,83%1,04 2,67+1,04 2,17+#1,75 2,17+1,61 58,67+31,95
GanaderiaF n=2 1,75%0,35 141,41 14+5,66 442,12 34,75+32,17
GanaderiaG n=1 0 0,5+0,5 0 4+4 51451
GanaderiaH n=5  1,4+1,08 0,6%0,55 3,5+£1,58 9+15,75 44,5+17,68

Tabla 5. Tabla comparativa del porcentaje de morfoanomalias segun las distintas ganaderias.

(FA; formas anormales, p.inter: piezas intermedia,; gotaprox: gotas proximales).

5.1.5 Integridad del acrosoma

La integridad del acrosoma fue un parametro que apenas estaba alterado en las muestras de
partida. El porcentaje medio de acrosomas dafiados fue de tan sélo 2,00+1,46 %. No hemos
encontrado en la bibliografia, nadie que muestre este parametro en semen bovino recién
recolectado de epididimo, aunque el resultado es comparable al que muchos han encontrado

en semen fresco de eyaculado bovino (Kumar vy cols., 2015).

5.1.6 Integridad de la cromatina

Se realizo la prueba en un total de 25 toros. Los resultados mostraron niveles muy bajos de
descondensacion cromatinica, inferiores siempre al 1,5%. En muchos toros el resultado fue
nulo (25%). No hubo diferencias apreciables en ningln toro o ganaderia. Ademas, muchos de
los espermatozoides con cromatina descondensada, un 23,33%, tenian ademas una cabeza
normal. Estos datos concuerdan con los obtenidos por otros autores para semen eyaculado de

toro (Oliveira y cols., 2013, Andraszek y cols., 2014).
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Trabajo de fin de grado Facultad de veterinaria, Zaragoza

Porcentaje Descondensacion de la cromatina
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Grdfico 2. Porcentaje de espermatozoides con descondensacion de la cromatina en cada de los 25 toros.

Figura 7. Espermatozoides normales junto a Espermatozoides con descondensacion cromatinica.
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5.1.7 Correlacion entre parametros de calidad seminal

En el estudio de las correlaciones, aparecen relaciones muy significativas entre el volumen vy la
concentracién seminal. También aparecen relaciones previsibles entre los diferentes
parametros de motilidad y velocidad. Curiosamente, aparece una relacién positiva entre el
porcentaje de espermatozoides con gotas distales y la rectitud del movimiento de la poblacion
de espermatozoides. En la bibliografia, existen autores que describen una mayor rectitud de
movimiento en los espermatozoides epididimarios con respecto a los del eyaculado (Van der
Horst y cols., 1999, Santos, Gradela y Moraes,2015) y una de las mayores diferencias entre
ambos tipos de semen es el alto porcentaje de gotas distales del espermatozoide epididimario.

Nuestros resultados sugieren una posible explicacion a estas diferencias cinéticas.

MotT MotP VAP LIN VSL VCL STR Vol Con Acros FAca FApi FAco FAgp
MotP 0,79**

VAP 0,79** 0,86**

LIN : :

VSL 0,70** 0,96** 0,9;5** 0,42*

VCL 0,81** 0,83** 0,99** -  0,95**

STR - 0,48* - 057** 0,45* -

Vol - - - - - - -

Con - - - -0,40* - - - -0,49** -

Acros - - - - - - - - -

FAcab - - - - - - - - - -

FApi - - - - - - - - - - -
FAco - - - - - - - = - - - -
FAgp - - - 0,37* - - 0440* - - - - - -

FAgd - - - - N Vi - - -

Tabla 6. Correlacion entre los pardmetros cinéticos, volumen, concentracion y los porcentajes de morfoanomalias. Donde, ** la

correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral) y * la correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

5.2. Pruebas de conservacion
En nuestras condiciones de trabajo un alto porcentaje de muestras pierde gran parte de su

motilidad en las primeras 48 horas. El procesado inmediato de los testiculos (muestras de
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matadero), no mejora mucho la situacién.

La cola del epididimo proporciona un medio éptimo para la supervivencia espermatica durante
un periodo de tiempo, si éste se alarga sin realizar la extraccion, la refrigeracién se considera
necesaria para minimizar el dafio a la integridad del espermatozoide en el toro (Malcotti y col.,
2012).

A continuacién se muestran los resultados de las distintas pruebas de conservacion a
diferentes dias; dos dias (tabla 8) donde no se encuentran diferencias significativas entre
ambos testiculos. Sin embardo en el grupo B, tres dias (tabla 9) se observa un descenso
significativo en la calidad. Los toros obtenidos en el matadero (tabla 11) también muestran
dicho descenso en algunos parametros indicativos de la calidad seminal. No se compararon los
datos entre ambos, toros de lidia y de matadero debido a la gran diferencia de edad entre

ambos grupos.

Grupo A: Procesado a 12-15 h/52°C, conservacién hasta 2 dias

Dia n MotT MotP VAP LIN VSL VCL STR Acrosomas

1 2 858%834  13,55t18,17  31,0025,88  24,45:0,92 16,1514,92  74,1+52.32 26,65+37,68  3,50+0,00

2 2 57,1#32,8 12,85+12,65  11,75+16,61  11,25+1590  4,95+7,00 25,15+35,56  23,15+32,73  2,780,00

Tabla 7. Resultados del Grupo A de los distintos pardmetros del andlisis CASA, procesado a 12-15 h/52C, conservacion hasta 2 dias.

Los datos estdn expresados media+SD, *p<0,05; ** p<0,01.

Grupo B: Procesado a 12-15 h/52C, conservacidn hasta 3 dias

Dia n MotT_A MotP_A VAP LIN VSL VCL STR Acrosomas

1 7 82,87t14,08 23,3316,81  48,52+16,15 24,14+2,94  2548+8,82  100,09+30,10  52,92+3,16  1,85+1,46

3 7 10,28+8,53°  1,54+1,70°  12,04+2,02"  26,35t597 5,89+1,41 33,5857 31,90+30,4  2,78+2,48

Tabla 8. Resultados del Grupo B de los distintos pardmetros del andlisis CASA, procesado a 12-15 h/52C, conservacidn hasta 3 dias.

Los datos estdn expresados media+SD; *pso, 05;"p50, 01.

En el siguiente grupo C, en el que se conservaron 4 dias

Grupo C: Procesado a 12-15 h/5°C, conservacion hasta 4 dias
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Dia n MotT_A MotP_A VAP LIN VSL VCL STR Acrosomas

1 7 7516+11,72 18,86%583 50,67+13,71 21,87+3,81 2539:8,90 111,5¢24,9  39,82+27,0 1,85+2,01
4 7 7,57+4,18*  1,010,67* 10,19+0,93*  24,31#531  4,8+0,38*  30,87+4,26  18,72+28,9 1,35+1,51

Tabla 9. Resultados del Grupo C de los distintos pardmetros del andlisis CASA, procesado a 12-15 h/59C, conservacion hasta 4 dias.

Los datos estdn expresados media+SD; *p_<0, 05;"p50,01

Grupo D: Matadero: Procesado a 2h/52C/conservacion hasta 2 dias

Dia n MotT_A MotP_A VAP LIN VSL VCL STR  Acrosomas

13 77,83:2,86 23,93t2,61  40,80%4,95  23,40t1,5 23,00+3,34 89,83+8,55  52,30%4,10  0,870,47
213 3283391 3,30£2,82° 22,4749,17  20,17#5,27 8,87+3,30  57,10¢17,95  27,77+24,63  3,75+2,50

Tabla 10. Resultados del Grupo D: Matadero de los distintos pardmetros del andlisis CASA, procesado a 12-15 h/59C, conservacion

hasta 2 dias. Los datos estdn expresados media+SD; *p_<0, 05;“p50, 01.

Se ha demostrado que el descenso progresivo de la temperatura de conservacién de los
testiculos hasta los 52 C, inmediatamente después de la muerte del toro, disminuye el
metabolismo espermatico, la pérdida de energia y aumenta la viabilidad de los
espermatozoides (Martins y col., 2009). Algunos autores han almacenado los testiculos de toro
para saber cédmo afecta a los parametros espermaticos el paso del tiempo. En concreto,
Malcotti y col., (2012) comprobaron que el esperma epididimario de toro extraido tras 102 h
de almacenamiento de los epididimos a 52C retenia el 20% de su motilidad. En nuestro caso, la
motilidad de las muestras a 4 dias era una media del 7,57+4,18%, un dato inferior que podria
explicarse por la poblacion de partida (toros de corrida vs toros de matadero en el
experimento de Mattioli) o por el protocolo utilizado. Martins y col., (2009) describieron una
motilidad total de las muestras de 56.6 + 10.3% tras 3 dias de almacenamiento de los
epididimos a 5 2C un valor muy superior a nuestro 10,28+8,53 %. La calidad seminal de partida
era similar a la nuestra y la Unica diferencia evidente es de nuevo el origen de las muestras
(matadero). Sin embargo, en nuestras muestras de matadero también hay una caida
importante de la motilidad en las primeras 48 horas, lo que sugiere que la causa de la fuerte
caida de motilidad en nuestro experimento pudiera estar en el procesado. Bertol y cols, (2013)
almacenan los epididimos hasta 30 horas a 182C, obteniendo una motilidad media del 41,25%
a las 30 horas, un dato inferior al nuestro. La explicacion mas plausible, es que nuestro
experimento se realizd con un gran nimero de muestras. Un total de 68 testiculos frente a los

20 que reportan otros estudios (Bertol y cols, 2013, Posado Ferreras, 2014). La acumulacién de
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muestras en la nevera de almacenamiento, pudo hacer que se superase la potencia de
enfriamiento de la misma y/o que las muestras dispuestas en las zonas mas centrales, no se
enfriasen a un ritmo adecuado, acelerdndose los procesos de autolisis. También pudo
producirse shock térmico por sobreenfriamiento en aquellas muestras mas cercanas a la pared

de la misma.

6. CONCLUSIONES

Se confirma la técnica de extraccién seminal de epididimo como una forma de
criopreservacion espermatica del toro lidiado en la plaza.

Tras la muerte en la plaza, un porcentaje importante de animales (44,44%), no cumple unos
minimos de calidad seminal que garanticen una adecuada conservacidn espermatica.

En nuestras condiciones experimentales, la conservacién de los testiculos a 52C hasta 12-15
horas post-mortem, garantizo la calidad seminal de las muestras.

Sin embargo, en nuestras condiciones experimentales, no es posible garantizar la viabilidad

de las muestras mas alla de las 15 horas de conservacion.

The seminal extraction technique from epididymis is affirmed to be a way of cryopreserving
male sperm.

After the bullfight, a significant percentage of dead animals (44.44%), do not meet the
minimum seminal quality to ensure a good sperm conservation.

In our experimental conditions, preservation of the testes at 5 °C within 12-15 hours after the
death in the run, guaranteed the seminal quality of the samples.

However, under our experimental conditions, it is not possible to guarantee the viability of

the samples beyond 15 hours of storage.
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7. VALORACION PERSONAL

La carrera universitaria es un camino de aprendizaje, superaciéon y madurez; en mi opinién el
trabajo de fin de grado es la forma ideal de culminar este trayecto, ya que utilizas todas tus
aptitudes adquiridas durante estos afios atras para realizar un estudio experimental util que te
acerca un poco al mundo laboral préoximo. No hay mayor satisfaccién que tras duro trabajo
laboratorial y personal hallar resultados significativos y utiles para tu campo.

Realizar este estudio me ha permitido adquirir conocimientos en el campo de la reproduccién
animal e iniciarme en el mundo de la investigacion, el cual me parece fascinante.

Creo que la actitud de investigar es algo fundamental para la evolucidon del ser humano, no
debemos perder nunca la libertad de la duda y la ambicién de querer saber mas de lo que esta
ya escrito.

Y concluiré citando a Miguel de Unamuno, Fildsofo y escritor espaiol (1864-1936) “ La

verdadera ciencia ensefia, sobre todo, a dudar y a ser ignorante”.
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ANEXO |

Capturas de anomalias morfoldgicas de cola y cabeza realizadas durante el estudio.

ANOMALIAS CABEZA

CABEZA GLOBOSA MICROCABEZA

CABEZA DOBLADA

GOTA PROXIMAL CUELLO ENGROSADO
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