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Resumen. El objetivo del estudio fue evaluar las anormalidades morfolégicas espermaticas utilizando colorantes Diff-
Quik (DQ) y Eosina-Nigrosina (EN), antes y después de la criopreservacion del semen del toro. Se formaron cuatro grupos
de tratamientos (T), T1: Tincion DQ antes de congelacion; T2: Tincion EN antes de congelacion, T3: Tincién DQ después
de congelacion; T4: Tincién EN después de congelacién del semen. Las muestras de semen se colectaron de un toro
Holstein de 2 afios de edad, utilizando vagina artificial, dos veces por semana hasta 10 colecciones. Se evalu6 el semen
fresco y post congelado. Se realizo el anélisis de varianza. Antes y después de la congelacién de semen bovino, las
anomalias morfoldgicas de la cabeza y mayor parte del cuello y la cola del espermatozoide utilizando coloracién DQ o
EN se observan similarmente (P > 0.05). Se identificé mayor (P < 0.05) defecto de gota citoplasmatica proximal y cola
doblada en espermatozoides coloreados con EN que DQ en semen fresco y congelado del toro. Se concluye, que se
observa mayores anormalidades de gota citoplasmatica proximal y cola doblada de espermatozoides con la coloracion
EN que con DQ, mientras en la identificacion de las demas anomalias no hay diferencia, antes y después de la
criopreservacion de semen del toro Holstein.
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Abstract. The objective of this study was to evaluate sperm morphological abnormalities using Diff-Quik (DQ) and
Eosin-Nigrosin (EN) dyes before and after cryopreservation of bull semen. Four treatment (T) groups were formed T1:
DQ staining before freezing; T2: EN staining before freezing, T3: DQ staining after freeze—thaw; T4: EN staining after
semen freeze-thaw. Semen samples were collected from a 2-year-old Holstein bull, using an artificial vagina, twice a
week for up to 10 collections. Fresh and after freeze—thaw semen was evaluated. Analysis of variance was calculated.
Before and after freezing bovine semen, morphological abnormalities of the head and most of the neck and tail of the
sperm using DQ or EN staining are similarly observed (P> 0.05). A greater (P < 0.05) defect of proximal cytoplasmic
gout and bent tail was identified in spermatozoa stained with EN than DQ in fresh and frozen bull semen. In conclusion,
greater abnormalities of proximal cytoplasmic gout and bent tail of sperm are observed with EN staining than with DQ,
while in the identification of the other anomalies there is no difference, before and after cryopreservation of semen from
the Holstein bull.

Keywords: Staining, Abnormality, Sperm.
1 Introduccion

El mejoramiento genético de los bovinos utiliza como herramienta a la inseminacidn artificial, esta tecnologia requiere
buen manejo de semen, entre ellas la evaluacion de las anormalidades espermaticas es importante debido a que tiene relacion
con la fertilidad. Las anomalias del espermatozoide se correlacionan negativamente con la fertilidad [1]. Semen con
mayor a 20% de alteraciones espermaticas es considerado de baja calidad, es por ello la evaluacién morfoldgica del
espermatozoide, es uno de tres pardmetros mas importantes a ser evaluados junto a la motilidad y concentracién [2].
La evaluacién de la morfologia espermatica permite identificar anormalidades de la cabeza, pieza intermedia y cola,
pudiendo ser anomalias primarias originadas en la espermatogénesis o secundarias originadas en el transito espermatico
por el epididimo [3]. Se requieren examenes sistematicos y frecuentes de la morfologia de los espermatozoides en toros
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sementales utilizados en inseminacién artificial, por tanto, es importante hacer un seguimiento de estas evaluaciones
durante toda su vida activa del animal [4]. El uso de la coloracion para determinar las anormalidades de los
espermatozoides varia de acuerdo a la técnica, cuyas diferencias individuales o lecturas de las muestras, podria alterar los
resultados [5]. Existe diferentes tinciones para la evaluacion de la morfologia de espermatozoides [6]. La tincién
Eosina-Nigrosina es utilizada para colorear los espermatozoides [7]. Se ha demostrado que la mezcla preparada de
reactivos tincion Diff-Quik en la evaluacion morfoldgica de espermatozoides son valiosos para la prediccion de la
posibilidad de fecundacion [8]. El colorante Diff-Quik muestra mayor proporcion de cabezas de espermatozoides del
caprino analizadas correctamente [9]. A pesar que existen estudios previos; sin embargo, todavia no esta claro el uso
de Diff-Quik comparado con Eosina-Nigrosina. Por tal razon, se planted el presente estudio con el objetivo de evaluar
las anormalidades morfoldgicas espermaticas utilizando colorantes Diff-Quik y Eosina-Nigrosina, antes y después de la
criopreservacion del semen del toro.

2 Meétodo

2.1  Disefio experimental

Se utilizd un toro Holstein de dos afios de edad aproximadamente, clinicamente sano, con condicién corporal
buena, fue sometido al pastoreo a base de alfalfa suplementado con concentrado. Se formaron 4 grupos de tratamientos
(T) T1: Tincién Diff-Quik antes de la congelacién; T2: Tincién Eosina-Nigrosina antes de la congelacion; T3: Tincion
Diff-Quik después de la congelacién; T4: Tincion Eosina-Nigrosina después de la congelacién de semen. De cada
eyaculado (n = 10) el semen se distribuy6 aleatoriamente a cada grupo de tratamiento. La evaluacion morfoldgica de las
anomalias espermaticas se realizd antes y después de la congelacion de semen.

2.2  Coleccion de semen

La coleccién de semen del toro se realizo con vagina artificial convencional, se colectd dos veces por semana hasta
completar los 10 eyaculados. El eyaculado se transporté en un termo a 37 °C para su evaluacién en el Laboratorio de
Reproduccion Animal de la Universidad Nacional Micaela Bastidas de Apurimac (13°38'31"S 72°53'17"W).

2.3 Criopreservacion de semen

Se utiliz6 el dilutor dilutor Tris -Yema de Huevo 20%, que contenia Tris 3.630 g, acido citrico 1.990 g, glucosa
0.5 g, fructosa 0.4975 g, Penicilina 100 000 Ul, agua bidestilada hasta completar a 100 mL. Se dividio en dos fracciones
Ay B, a la fraccién B se afiadi6 glicerol 5%. A la fraccion A se adiciond semen en dilucion 4: 1 mantenidos a 37 °C.
Luego se realizo el enfriamiento de semen durante 2 h hasta llegar a 15 °C, para luego colocar a 4 °C por 2 h alcanzando
el equilibramiento en refrigeracion. Enseguida de se unid las dos fracciones.

El empajillado se realiz6 en pajuelas de 0.25 mL mediante aspiracion, luego se sellé con alcohol polivinilico en ambiente
de 5 °C. La congelacion del semen se realiz6 mediante el método convencional, utilizando una cajita de poliestireno con
nitrogeno liquido hasta el nivel de 5 cm de altura. Las pajuelas se colocaron sobre una parrilla de congelamiento a 4 cm
del nivel de nitrégeno liquido por 15 min. Luego se sumergi6 las pajuelas al nitrdgeno liquido a -196 °C. Seguidamente,
las pajuelas se colocaron en globets y canes y llevados al tanque criogénico para su almacenamiento. La descongelacion
se realiz6 en un termo a 37 °C por un min, en seguida se hizo la evaluacién espermatica.

2.4 Coloracién de espermatozoides

Previamente a las coloraciones se mezcld 5 pL de semen con 10 puL de cloruro de sodio al 0.9% a 37 °C en viales
de 2 mL. Antes y después de la congelacion de semen se utiliz6 los mismos procedimientos de coloracion.
La coloracion con Diff-Quik se realizé aspirandose 5 pul. de semen para colocar en uno de los extremos de la lamina
portaobjeto donde se hizo el frotis y se dejé secar al ambiente. Luego, la ldmina portaobjeto se sumergié a la solucién
fijadora (solucién transparente) durante un minuto, luego se hizo secar al ambiente durante 2 minutos. Enseguida, se
coloco en la solucién de tincién | (solucion naranja) durante dos minutos, seguidamente se dej6 secar al ambiente por 4
minutos. Acto seguido, se sumergio a la solucién de tincién Il (solucion azul) durante 2 minutos, enseguida la lamina
portaobjeto se lavé con agua destilada, finalmente se realiz6 el secado al ambiente durante 4 a 5 minutos hasta su
evaluacion.
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La coloracion con Eosina-Nigrosina se realizo uniendo los colorantes y el semen. Se aspir6 2 uL de Eosina, 2 pL de
Nigrosina y 5 pL de semen diluido, se coloco sobre la lAmina portaobjeto en uno de los extremos, con ayuda de un tips
se mezcld las tres soluciones, luego se realizé el frotis y se dejé secar al ambiente hasta su evaluacion.

2.5 Evaluacién de anormalidades morfolégicas del espermatozoide

Se observo 200 células espermaticas antes y después de la congelacién en varios campos utilizando un microscopio
optico a 100 X. La evaluacion morfolégica de los espermatozoides se realizé considerando la clasificacion de Barth [10],
que describe en anomalias primarias y secundarias de acuerdo a las regiones de cabeza, cuello y cola de los
espermatozoides.

2.6 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizd el software estadistico SAS v 9.3 [11]. Se comprobd la normalidad con
Shapiro-Wilk y homocedasticidad con Levene. Los datos se transformaron a valores angulares cuando fueron necesarios.
Se realiz6 el andlisis de varianza mediante procedimiento GLM con factorial 2A x 2B (factor A: tincién Diff-Quik y
Eosina-Nigrosina; factor B: antes y después de la congelacién). La comparacién de medias se realizé con prueba de
Tukey. Se consider6 que hubo diferencia cuando P < 0.05.

3 Resultados

3.1  Anomalias morfol6gicas de la cabeza de espermatozoides

Los resultados de las anormalidades morfolégicas de la cabeza del espermatozoide se observan en la Tabla 1. No
se encontré diferencias significativas (P > 0.05) utilizando colorantes Diff-Quik o Eosina-Nigrosina en la identificacion
de anomalias morfolégicas de cabeza gigante, pequefia, piriforme, conica y estrecha, dos cabezas, defecto de acrosoma,
normales desprendidas, antes y después de la congelacidn de espermatozoides de toro Holstein.
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Tabla 1. Porcentaje (media + desviacion estandar) de identificacion de anomalias morfoldgicas de la cabeza de los espermatozoides
de toro Holstein, antes y después de la congelacion, utilizando tinciones Diff-Quik (DQ) y Eosina-Nigrosina (EN).

Anomalias Tipo de coloracion Pre congelacién Post congelacién Valor P

Cabeza gigante

DQ 0.02+0.03 0.02+0.03 P >0.05

EN 0.00 + 0.00 0.02+0.03 P>0.05
Cabeza pequeiia

DQ 0.55 +0.05 0.50+0.13 P>0.05

EN 0.33+0.08 0.38+0.13 P >0.05
Cabeza piriforme

DQ 0.17+£0.12 0.03 +£0.06 P >0.05

EN 0.15+0.05 0.03 +0.06 P >0.05
Cabeza cénica y estrecha

DQ 0.52+0.12 0.35+0.05 P>0.05

EN 0.32+0.06 0.15+0.10 P >0.05
Dos cabezas

DQ 0.00 +£0.00 0.02+0.03 P >0.05

EN 0.02+0.03 0.05 +0.05 P >0.05
Defecto de acrosoma

DQ 0.03+0.03 0.00 £ 0.00 P >0.05

EN 0.13+0.06 0.13+0.03 P >0.05
Normales desprendidas

DQ 1.83+0.35 1.25+0.31 P >0.05

EN 1.77 £0.10 1.73+1.26 P >0.05
Total

DQ 3.12+0.70 2.17+0.61 P>0.05

EN 2.72+0.38 2.49 +1.66 P>0.05

3.2 Anomalias morfolégicas del cuello de espermatozoide

Los resultados de anomalias del cuello de espermatozoide se muestran en la Tabla 2, los defectos morfoldgicos
del cuello de los espermatozoides: descentrado, doble, en espiral, granular se observaron similarmente (P > 0.05) con
las tinciones de Diff-Quik o Eosina-Nigrosina durante la pre y post congelacién de semen. Se observé mayor (P < 0.05)
defecto de gota citoplasmatica proximal en espermatozoides coloreados con Eosina-Nigrosina que Diff-Quik en pre y
post congelacion del semen.

Tabla 2. Porcentaje (media + desviacidn estandar) de anomalias morfoldgicas del cuello de los espermatozoides de toro Holstein,
antes y después de la congelacion, utilizando tinciones Diff-Quik (DQ) y Eosina-Nigrosina (EN).

Anomalias Tipo de coloracion Pre congelacién Post congelacion Valor P
Descentrado
DQ 0.05 +0.05 0.03+£0.03 P>0.05
EN 0.10+0.10 0.05 £ 0.00 P>0.05
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Doble
DQ 0.00 +0.00 0.00 +0.00 P >0.05
EN 0.02 £0.03 0.05 £ 0.05 P >0.05
Espiral
DQ 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 P>0.05
EN 0.02+0.03 0.00 +0.00 P >0.05
Granular
DQ 0.38+0.23 0.40 £0.09 P >0.05
EN 0.40 £ 0.09 0.10£0.09 P>0.05
Gota citoplasmatica proximal
DQ 0.18+0.10° 0.08£0.102 P>0.05
EN 0.25+0.09" 0.30+0.13% P>0.05

ab Syperindices diferentes dentro de la columna expresan diferencia (P < 0.05).

3.3  Anomalias morfoldgicas de la cola de espermatozoide

Los resultados de los defectos de la cola del espermatozoide se muestran en la Tabla 3. Las anomalias espermaticas
de la cola corta, abaxial, dos colas, gota citoplasmatica distal se observaron similarmente (P > 0.05) con la coloracién
Diff-Quik o Eosina-Nigrosina antes y post congelacion de semen. Se identificé mayor porcentaje (P > 0.05) de anomalias
de cola doblada con tincion de EN qué DQ antes y después la congelacion del semen de toro.
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Tabla 3. Porcentaje (media + desviacion estandar) de anomalias morfoldgicas de la cola de los espermatozoides de toro Holstein,
antes y después de la congelacion, utilizando tinciones Diff-Quik (DQ) y Eosina-Nigrosina (EN).

Anomalias Tipo de coloracion Pre congelacién Post congelacion Valor P
Corta
DQ 0.77 +£0.08 0.63+0.16 P>0.05
EN 1.12+0.03 1.03+0.25 P>0.05
Abaxiales
DQ 0.00 +0.00 0.00 +0.00 P>0.05
EN 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 P>0.05
Dos colas
DQ 0.00 +£0.00 0.00 £ 0.00 P>0.05
EN 0.02+0.03 0.00 +0.00 P>0.05

Gota citoplasmatica distal

DQ 0.23+0.10 0.22 +0.03 P>0.05

EN 0.88 £ 0.32 0.37+£0.03 P>0.05
Doblada

DQ 3.68+0.702 3.92+0.242 P>0.05

EN 7.12+0.85° 6.75+0.57°" P>0.05

ab Syperindices diferentes dentro de la columna expresan diferencia (P < 0.05).

4 Discusiones Conclusiones

Los resultados encontrados en el presente estudio sobre identificacion de anormalidades de la cabeza del
espermatozoide, antes de la congelacion, 3.12 £+ 0.70% con tincion Diff-Quik, 2.72 + 0.38% con Eosina-Nigrosina, son
respaldados por Menon et al. [12], quienes al usar tincion Eosina-Nigrosina sobre espermatozoides en semen fresco de
toros encontraron 4.86 + 5.71, mientras en otros estudios encontraron 6.1 + 2.8% [13]; 8.3 + 6.8% [14]. Mientras a la post
congelacién del espermatozoide se observd 2.17 + 0.61% con coloracion Diff-Quik, 2.49 + 1.66% con tincion Eosina-
Nigrosina, similares a los reportes de Sdderquist et al. [15], quienes encontraron 3.8 £ 2.1% en espermatozoides de toros
post congelados. Las diferencias podrian deberse a la frecuencia de coleccién de semen, edad del animal, técnica de
coloracion. La mayor frecuencia de coleccién de semen puede afectar la madurez de los espermatozoides, asi como la
alimentacion, edad del animal, la técnica de tincidn, entre otros factores, pueden afectar la calidad del espermatozoide [7]
[16]. En toros, existe varios factores que pueden influir la calidad del semen, el criopreservado puede verse més afectado
que el semen fresco [17].

Los resultados del presente experimento para anomalias morfologicas del cuello de espermatozoide, antes de la
congelacién, con tincion Diff-Quik fueron 0.61 + 0.38%, con Eosina-Nigrosina 0.79 + 0.34%. Estos resultados son
inferiores a 1.1 + 0.9% [13] (95); 2.6 = 0.6% [16]; 11.7 + 6.1% [14]. En equinos, Murcia et al. [5] reportan 5.4 £7.7% con
Eosina-Nigrosina, 5.7 + 8.1% tefiidos con Diff-Quik. Por otro lado, a la post congelacién, con tincion Diff-Quik fue 0.51
+ 0.22%, mientras con tincion Eosina-Nigrosina 0.50 + 0.27%. Estos resultados son similares al reporte de Séderquist et
al. [15] quienes encontraron 1.0 £ 0.8% de defectos de cuello de espermatozoides de toros post congelacion coloreados
con Eosina-Nigrosina. Varios factores afectan la calidad de semen, es decir la morfologia espermatica, la frecuencia de
coleccion de semen, la edad, genética, alimentacidn animal, entre otros [1]. Las anomalias de la pieza media son mas
frecuentes, principalmente la flexion distal pudiendo deberse a los efectos de la congelacion y descongelacion de los
espermatozoides [4]. Por otro lado, el grado o intensidad de la tincién de cada colorante sobre las estructuras espermaticas
probablemente también afecten.

Los defectos en la cola de los espermatozoides antes de la congelacién, en el presente estudio se encontré con Eosina-
Nigrosina 9.14 + 1.23%, Diff-Quik 4.68 £ 0.88%. Siendo diferentes a 4.7 + 2.3% [14], 1.01 + 1.5% [12] al usar coloraci6n
Eosina-Nigrosina; mientras con tincién Diff-Quik reportaron similarmente a los obtenidos en el presente estudio, 2.2 +
3.7% en equinos [5]. Los resultados a la post congelacién de semen en el presente estudio fueron 8.15 + 0.85% con
Eosina-Nigrosina, 4.77 + 0.43% con Diff-Quik. La edad, la raza y los efectos estacionales, influyen en las caracteristicas
de los espermatozoides y deben tenerse en cuenta al evaluar a los toros para determinar los rasgos morfol6gicos de los
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espermatozoides [13]. El tipo de colorante podria afectar la morfologia del espermatozoide, uno de los inconvenientes
que presenta el uso de la Eosina-Nigrosina es que, al ser un colorante hipotonico afiadido a la muestra no fijada
guimicamente, puede introducir morfologias artefactos en los espermatozoides, especialmente defectos en la cola [18].
Pueden existir variaciones de identificacion de los defectos de espermatozoides, dependiendo del sistema de clasificacion,
técnica de extension y tincidn de la muestra, incluido la experiencia del técnico de laboratorio.

Se concluye, que se observa mayores anormalidades de gota citoplasmatica proximal y cola doblada de espermatozoides
con la coloracién Eosina-Nigrosina que con Diff-Quik, mientras las demas anomalias se identifican similarmente con
dichos colorantes, antes y después de la congelacion de semen del toro Holstein. La coloracion Eosina-Nigrosina o Diff-
Quik podria utilizarse para evaluar anormalidades morfoldgicas de espermatozoides en bovinos.
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