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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo, valorar la calidad
espermatica de semen bovino crio preservado con tres curvas
de temperatura en la Hacienda La Victoria del cantén Bucay, se
aplic un disefio completamente al azar con tres tratamientos
correspondientes a las curvas de congelacion y 5 repeticiones por
cada tratamiento, se obtuvo un total de 15 pajuelas evaluadas,
para el trabajo de campo se realiz6 la colecta de semen con ayuda
de un electroeyaculador, para medir variables precongelacién
espermatica como son: edad y peso del toro, volumen, color, olor
y pH del eyaculado y las morfoanomalias y medir las variables
postcongelacién que son: motilidad masal, motilidad individual
progresiva, concentracién espermatica, viabilidad espermdtica
y la integridad de la cromatina del espermatozoides. Para las
variables como volumen de eyaculado y pH del eyaculado se
utilizé la estadistica descriptiva (media y desviacion estdndar).
Para el resto de las variables se realizé un andlisis de la varianza
de ADEVA separaciéon de medias a través de la prueba de
Tukey con un nivel de significancia de p<0.01. Los resultados
obtenidos determinaron que la viabilidad espermatica, como
la motilidad individual progresiva se obtienen al utilizar una
curva de temperatura en el agua de criopreservacién de 3,8°C,
mientras que la mayor motilidad masal y a menor cantidad
de espermatozoides con morfoanomalias se obtuvo al aplicar
una temperatura mds elevada de 4.2°C. En cuanto al costo
de la tecnologia aplicada se observé que la inversion total del
experimento fue de 147,63 USD. Se concluye que la evaluacién
de la calidad del semen bovino permite identificar y eliminar
aquellos animales que puedan presentar problemas de
infertilidad y seleccionar los mejores bovinos para los programas
reproductivos. Se recomienda realizar futuras investigaciones,
sobre criopreservacion.
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ABSTRACT

The objective of this research was to assess the sperm
quality of preserved cryo bovine semen with three
temperature curves in the Hacienda La Victoria of the Bucay
canton, a completely random design was applied with three
treatments corresponding to the freezing curves and 5
repetitions for each treatment, a total of 15 straws evaluated
was obtained, for the field work the collection of semen was
carried out with the help of an electroejaculator, to measure
pre-sperm pre-freezing variables such as: age and weight
of the bull, volume, color, odor and pH of the ejaculate and
morphoanomalities and measure the postfreezing variables
that are: masal motility, progressive individual motility,
sperm concentration, sperm viability and the integrity of
sperm chromatin. For variables such as ejaculate volume
and ejaculate pH, descriptive statistics (mean and standard
deviation) were used. For the rest of the variables, an analysis
of the variance of ADEVA separation of means was carried
out through the Tukey test with a significance level of p<0.01.
The results obtained determined that sperm viability, such
as progressive individual motility are obtained by using
a temperature curve in cryopreservation water of 3.8°C,
while the greater mass motility and the lower number of
spermatozoa with morphoanomalities was obtained by
applying a higher temperature of 4.2°C. Regarding the
cost of the applied technology, it was observed that the
total investment of the experiment was 147.63 USD. It is
concluded that the evaluation of the quality of bovine semen
allows to identify and eliminate those animals that may
present infertility problems and to select the best cattle for
reproductive programs. It is recommended to carry out future
research on cryopreservation.
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1. INTRODUCCION

Comprender el estado reproductivo de los sementales de
cada ganaderia es el punto basico de la fertilidad para el
hato (1). Consecuentemente, la evaluacién objetiva de los
reproductores y la posterior seleccién de los mismos es uno
de los pilares basicos para lograr los objetivos de cualquier
programa genético, (2).

La criopreservacién se refiere al mantenimiento de la
vida en funcién a conservar la calidad genética de semen en
bajas temperatura, la criobiologia describe a comprender los
efectos de las bajas temperaturas en las lineas celulares, ya
que el tiempo bioldégico es el resultado de ciertas
reacciones bioquimicas y el frio prolonga el tiempo del
conocimiento al retrasar estas reacciones.

Ademas, involucra suspensién del semen en diluyentes con
crio protectores, esta técnica permite su almacenamiento
de manera indefinida en nitrégeno liquido permitiendo la
creacion de un banco de genes, para posterior tener una mejor
facilidad en el manejo, (1).

Esta investigacién tiene por objetivo evaluar la calidad
espermatica de semen bovino crio preservado con tres curvas
de temperatura en la Hacienda La Victoria, la importancia de
esta indagacion es conservar la genética de un reproductor
de alta aptitud genotipica para mejorar y almacenar sus
espermas por un largo tiempo, guardando asi su descendencia
por varios afios, en la presente averiguacion se tomara en
cuenta las curvas de congelacién a la que se conserve el
semen, de acuerdo a las condiciones meteoroldgicas en
donde se encuentra el hato ganadero, consiguiendo asi tener
una eficiencia del semen en el momento de realizar una
inseminacién artificial (3).

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

Para el andlisis del laboratorio se utilizaron los siguientes
equipos: brete, microscopio, tanque de nitrégeno, placa
calefactora, computadora, electro eyaculador y contador
digital de célula luna F1. Mientras que para el trabajo
de campo se utilizaron los siguientes materiales: papel
aluminio, guantes ginecoldgicos, guantes latex, botas, toallas
desechables, cinta métrica, libreta, esferografico.

2.2 Métodos

En la presente investigaciéon se aplicé un disefio
completamente al azar con tres tratamientos correspondientes
a las curvas de congelacién (3.8°C, 4.0°C y 4.2°C) y 5
repeticiones por cada tratamiento, obteniendo un total
de 15 pajillas evaluadas. Las variables evaluadas en la
precongelacién fueron las siguientes: volumen, color, olor y
pH; las variables analizadas en la etapa de postcongelacion
fueron: Concentracién espermatica, motilidad masal,

motilidad individual progresiva, viabilidades espermaticas,
dafio en el paquete de ADN del espermatozoide (cromatina),
morfoanomalias.

Para las variables como volumen de eyaculado y pH del
eyaculado se utilizé la estadistica descriptiva para lo cual
se realiz6 el calculo de la media y desviacion estdndar. Para
el resto de las variables se realizé un analisis de la varianza
(ADEVA), para determinar la significancia (p< 0.01 y p < 0.05).

3. RESULTADOS

Valoracion espermatica de semen bovino precongelacion de los
toros de la Hacienda La Victoria del canton Bucay

Volumen (ml)

Con respecto al volumen del semen bovino antes de la
congelaciéon se observa que las medias fueron de 13 ml,
estableciéndose un valor maximo de 14 ml, en tanto, que el
valor minimo determinado fue de 12 ml, con una desviacién
estdandar de 1, como se indica en la tabla 1.

Tabla 1. Valoracién espermdtica de semen bovino precongelaciéon
de los toros de la Hacienda La Victoria del cantén Bucay

Estadisticas Morfoanomalias

Volumen  pH Olor Color

Descriptivas (%)

Media 13 33,33 Neutro Blanco Lechoso
Error tipico 0,4 0,4

Mediana 13 7

Moda 14 6

Desviacion estandar 1 1

Varianza de la muestra 1 1

Rango 2 2

Minimo 12 6

Méximo 14 8

Los resultados anteriores muestran que el volumen seminal
obtenido en la presente investigacion presento un valor elevado,
teniendo en cuenta que la medida del volumen del eyaculado se
efecttia por lectura directa de la graduacion que hay en el tubo
de recoleccion del semen. El volumen medio por eyaculado estd
entre 2y 12 ml, pero puede ser muy variable.

Al respecto (4), manifiesta que el volumen de los eyaculados de
toros es un pardametro que presenta una baja repetitividad, ya
que este depende de la edad y condicién del animal, factores
ambientales y destreza del operario. El volumen de cada
eyaculado disminuye con las frecuencias de recogida a lo largo
de cada extraccion

Un comportamiento similar se aprecia en el estudio realizado por
(5), quien observa diferencias en el volumen de semen colectado
(p<0.05), con medias de 6.00 ml en la raza Jersey, manifestando
que esta cantidad puede variar debido a diversos factores al
momento de la colecta del semen como piso resbaladizo, ruidos
y distracciones, ademas, es recomendable que la colecta se haga
en una monta falsa porque aumenta la calidad del semen con
respecto al volumen, concentracién espermatica.



Color

Para la variable de color el semen bovino evaluado antes de
la congelacidn presenté una tonalidad blanco-lechoso, que se
encuentra dentro del rango adecuado, lo cual es un indicador
de que estos animales son aptos para la colecta de muestras
por encontrarse en excelentes condiciones de salud ya que
se considera que un semen normal debe presentar un color
blanco y amarillento, siendo los colores rosado, marrén y
verdoso, indicativo de signos de patologia.

Los resultados de color del semen de la presente investigacion
son similares a los reportes de (6), quien al evaluar las
viabilidad espermadtica e integridad del acrosoma en semen
congelado de toros nacionales, observd que las colecciones
seminales fueron homogéneas, de color blanco cremoso,
aspecto denso, resultados muy similares a los obtenidos en
el presente estudio, sefialando que a través del color se puede
reflejar la viabilidad espermatica por ser un parametro
asociado con la calidad del mismo.

Olor

Al determinar el olor del semen bovino se observa que las
muestras presentaron un olor neutro, este es caracteristico de
cada especie animal y en general no es muy intenso.

De acuerdo con la investigacién realizada por (7), las
caracteristicas macroscépicas de olor del semen fresco
colectado por toro se identificé un olor a “leche fresca de
vaca” para todas las repeticiones y para todos los animales
en estudio. Por lo que se concluye que las muestras colectadas
son de buena calidad por no presentar olores extrafios, ya que
esto depende también de las glandulas anexas en el aparato
reproductor del macho.

pH

Al realizar la valoracién de pH del semen bovino
precongelado, se aprecia que las medias determinadas fueron
de 7,00; ya que el valor maximo de pH fue de 8,00; mientras
que valor minimo fue de 6,00, siendo la desviacion estandar
de 1,00. El pH del semen tiene un valor normal entre 6,00 y
7,00; cualquier elevacién es un indicio de contaminacién con
orina u otras afecciones inflamatorias del aparato genital.
Asimismo, que el pH es un indicador de las secreciones de
los testiculos y las glandulas accesorias se encuentran en
condiciones normales.

Morfoanomalias (%)

Al realizar la evaluacién de las morfoanomalias del semen
bovino precongelacién, las medias establecidas fueron de
33,33%, esta valoracién es muy importante en la valoracién
de la fertilidad de los animales, a los fines de establecer
porcentajes de espermatozoides normales y poder clasificar
las anormalidades ya que segtin Ballina (2010), existe una alta
correlacion entre los defectos espermaticos e infertilidad (4).
Los resultados de la presente investigacién son inferiores a
los establecidos por Jacinto Condori (2020) quien al observar
los promedios de la variable porcentaje de espermatozoides

anormales del semen fresco por toro, donde se puede
evidenciar que existe una diferencia altamente significativa
entre las unidades experimentales siendo el toro Nerén el que
alcanz un mayor promedio de espermatozoides anormales
con medias de 37.67% (7).

Valoracion espermatica de semen bovino crio preservado con tres
curvas de temperatura en la hacienda la victoria del cantén Bucay

Motilidad individual progresiva (%)

Al realizar la valoracién espermatica de motilidad individual
progresiva del semen bovino crio preservado en los toros
de la hacienda la victoria del cantén Bucay se report6
diferencias altamente significativas (P < 0.01), por efecto de
la temperatura del agua para crio preservar el semen (3,8;
4,0 y 4,2°C), estableciéndose el promedio mas alto para las
muestras que fueron sometidas a una temperatura de 4,0 °C
(T2), con valores promedio de 50%, seguida de las muestras
evaluadas a una temperatura de 4,2 °C (T3), que obtuvieron
una motilidad individual progresiva del 35%, mientras que
el valor mas bajo se presentd en las muestras tratadas a una
temperatura de 3,8°C (T1), con una motilidad de 30.

Los resultados del presente estudio indicaron claramente
que, es mas recomendable crio preservar el semen bovino
a una temperatura de 4,0°C (T2), debido a que alcanzaron el
porcentaje més alto de la investigacion y que fue del 50%,
como se ilustra en el Grafico 1.
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Grafico 1. Comportamiento de la Motilidad individual progresiva
del semen crio preservado

Las respuestas apreciadas en las muestras de la presente
investigacion son inferiores a las reportadas por Piloso Chavez
(2019), quien al evaluar los promedios para motilidad (%) en el
andlisis y efectos de la suplementacion mineral sobre la calidad
seminal pre criopreservacion, para la motilidad progresiva
registro valores de 76,5% (8). Asi como de Hernandez Barriga
(2019), quien al evaluar la motilidad del semen diluido de
Bovinos Charolais evaluado con diferentes concentraciones
de Trehalosa logré una media de 70,38 + 4,26 puntos sobre
100, identificando que al incrementar las concentraciones de
Trehalosa la motilidad progresiva decrece (9).



De la misma manera, Mancheno Herrera (2021), en su
investigacion determind que la motilidad individual present6
diferencias estadisticas (P>0,01), con valores de 53,50 % y 41,16
% para el semen congelado y recongelado respectivamente
indicando que la reduccién de la motilidad espermatica puede
estar asociada a la lesién mitocondrial, pues es necesaria
energia tanto para la motilidad como para la fertilizacién (10).

Viabilidad espermdtica (%)

Los resultados de la viabilidad espermatica del semen bovino
crio preservado a diferentes temperaturas reportaron
diferencias altamente significativas (P < 0.01), estableciéndose
el porcentaje mds alto y que fue del 60% en las muestras
crio preservadas a 4,0°C (T2), descendiendo a 40% para el
semen crio preservado a una temperatura de 4,2°C (T3),
observandose los valores mds bajos y que fueron del 25%,
por efecto de la conservacién las muestras a 3,8°C (T1), de
temperatura, como se observa en el Gréfico 2.

£ 60
s
=}
g 40
=
30
@ 60.0
40,0
32 25.0
g8
=10
:,
3.8°C 40°C 42°C

TEMPERATURA DE
CRIOPRESERVACION °C.

Grafico 2. Comportamiento de la viabilidad espermadtica del semen
bovino criopreservado

Los resultados de la presente investigacion son inferiores a los
publicados por Mancheno Herrera (2021), quien manifiesta que
los resultados comparativos de las caracteristicas microscdpicas
de semen bovino en los procesos pre congelacién, post
congelacién con relacion a la viabilidad espermatica
presentaron diferencias significativas determinando el mayor
porcentaje de viabilidad en el semen congelado puesto que
los valores fueron de 89,49 % y el menor valor se registré en
el semen recongelado con 81,01 (10). Por su parte, Barragin
(2017), quien reportd que los espermatozoides pre-congelados
expusieron una supervivencia superior (88,8%), mientras que en
los tejidos post-congelados existié un descenso del porcentaje
de la viabilidad de células espermaticas (38,4%) .

Dafio en el paquete de ADN del espermatozoide (cromatina) (%)

En cuanto al analisis estadistico de la variable dafio en
el paquete de ADN del espermatozoide que contempla la
integridad de la cromatina, se reportaron diferencias altamente
significativas (P < 0.01), entre las muestras de semen bovino
del sector de Bucay, sometidas a tres curvas de temperatura
de criopreservacion, reportandose el mayor dafio en el semen
sometido a una temperatura de criopreservacion de 3,8°C (T1),

los cuales alcanzaron un promedio de 40.74%. Seguido de las
muestras de semen crio preservado a 4,0°C (T2), ya que se
encontré un promedio de 24.28%, evidencidndose el menor
dafio en las muestras de semen crio preservado a 4,2°C (T3); a
los se le determiné un valor de 12.42%. Es decir, que a medida
que se aumenta los grados de temperatura se genera un menor
dafio en el paquete de ADN de los espermatozoides.

Los resultados de la presente investigacién fueron superiores
a los reportados en el estudio realizado por Mancheno
Herrera (2021) quien al analizar el dafio en el ADN mediante el
proceso de fluorescencia con Naranja de Acridina los ensayos
presentaron diferencias significativas de esta manera el mayor
dafio del ADN se observo en el semen congelado con un valor
8,74 %, y el menor dafio lo reportd el semen recongelado con
un valor de 1,07 %, al respecto, menciona que el acrosoma
tiene varias regiones que son expuestas durante el proceso de
refrigeracion (10).

Morfoanomalias (%)

En cuanto a la variable morfoanomalias de los espermatozoides
las medias no reportaron diferencias estadisticas (P < 0.05),
siendo el menor porcentaje de espermatozoides anormales
de 18,87%, para el semen crio preservado a una temperatura
de 4,2°C y de 18,87% para el semen crio preservado a
una temperatura de 4,0°C, observando que las mayores
morfoanomalias se presentaron en las muestras crio
preservado a 3,8°C con un promedio de 21,37%. Lo que confirma
que mientras mas elevada sea la temperatura criopreservacion
menor indice de espermatozoides anormales se encuentra.

Estos resultados de anomalias espermaticas son altos al ser
comparados con los reportes de Herndndez Barriga (2019) donde
las anormalidades del espermatozoide en semen alcanzaron un
promedio de 14,31 %, por lo cual expresa que, esto se deba a la
manipulacién del semen antes del proceso de congelacién (9).

De la misma maneta, son superiores a los encontrados por
Mallma Marca (2019), quien identific6 un porcentaje de
morfoanomalias de 9,14% post congelacién de semen de toro,
manifestando que el intervalo de coleccién de semen es de
importancia debido a que una alta frecuencia puede afectar la
madurez de los espermatozoides (11).
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Grafico 3. Comportamiento del porcentaje de morfoanomalias del
espermatozoide



Motilidad masal (%)

Al determinar la motilidad masal del semen bovino por
efecto de tres curvas de temperatura en el proceso de
criopreservacion no se presentaron diferencias estadisticas
(P >0.05), sin embargo de cardcter numérico se observa que
las muestras de semen crio preservadas a una temperatura de
4,2°C (T3), obtuvieron la mayor motilidad que fue de 86%, valor
que descendié a 83% en las muestras crio preservadas a 4,0°C
(T2), alcanzando un valor similar las muestras de semen en las
que se crio preservé a 3,8°C (T1), con una calificacién de 82%.

Una respuesta inferior a la encontrada en la presente
investigacion se observa en la investigacién de Pérez (1985),
quien al realizar una comparacién entre la media del semen
crio preservado con la curva No. 1 vs. la media del semen crio
preservado con la curva No. 2, determiné que el promedio
de motilidad total post descongelacién de la curva No. 1 fue
del 80.8%, mientras que para la curva No. 2 fue de 54.6%,
observandose que la motilidad total post descongelacién fue
superior con aplicacién de la curva No. 1, demostrando que la
temperatura final de congelacién da mejores resultados y que
las velocidades muy rapidas durante la preservacién seminal
disminuyen la motilidad, debido de que de la velocidad
depende si las células permanecen en equilibrio con su
entorno extracelular o si forman hielo intracelular (12).

Concentracidn espermdtica, (spz/ml)

En el andlisis de concentracién espermatica del semen
bovino criopreservado con tres curvas de temperatura, no se
presentaron diferencias estadisticas (P >0.05), estimandose la
concentracién mas alta en las muestras sometidas a 3.8°C de
temperatura de criopreservacién con medias de 594000000
spz/ml, seguida de las medias determinadas para las muestras
tratadas a una temperatura de 4°C con un promedio de
590000000 spz/ml. En ultimo lugar se ubican los valores mas
bajos que fueron establecidos para las muestras evaluadas a
una temperatura de 4,2°C cuya concentracion alcanzé un valor
de 588000000 spz/ml.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion, guardan
relacién con la valoracién realizada por Herndndez Barriga
(2029), debido a que la concentracién espermdtica por ml,
alcanzd una media de 650,00 + 380,00 10 x 106 espermatozoides/
ml valores que se encuentran dentro de los rangos permitidos
de espermatozoides, esto se puede deber a la calidad de semen
que se utilizé antes de la congelacién, tomando en cuenta que
es suficiente cinco millones de espermatozoides por pajuela
para que sea viable (9).

De igual manera, Benitez-Gonzdlez (2018), al determinar
la calidad del semen post refrigeracién a distintos tiempos
de evaluacién, reporté una concentracién espermdtica de
56,2 a 69 x 109 espz/ml, los resultados evidenciaron que no
hay diferencia estadistica significativa entre métodos de
recoleccién espermatica sobre concentracién espermatica (13).
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4. CONCLUSION

+ Los resultados obtenidos en la valoracién espermatica
del semen antes de la congelacién mostraron un color blanco
lechoso, en el caso del olor del semen fresco se identific en
general un olor neutro, mientras que para el volumen los
valores fueron de 13 ml. Y finalmente el semen presentd un pH
de 7, por lo cual se considera que estos animales son aptos para
la colecta de muestras.

+ De acuerdo con el analisis realizado se obtuvo resultados
6ptimos de motilidad individual progresiva y viabilidad
espermatica en las muestras de semen enfriado a una
temperatura de 4,0°C, presentando diferencias significativas
entre las muestras evaluadas, Ademds permite identificar y
eliminar aquellos animales que puedan presentar problemas
de infertilidad y seleccionar los mejores bovinos para los
programas reproductivos.

+ En relacion al dafio en el paquete de ADN se obtuvo los
mejores resultados numéricamente en el semen sometido
a mayor temperatura del agua, es decir a 4,2°C, y en la
concentracién espermdtica se reporté que la temperatura
optima es de 3,8°C, indicando que, esta curva de temperatura
cumple con los pardmetros esperados para crio preservar el
semen bovino

+ Por otra parte, tanto las morfoanomalias como la
motilidad masal, los resultados no presentaron diferencias
significativas, mostrando que al crio preservar el semen
bovino a una temperatura de 4,2°C se alcanza un menor
indice de morfoanomalias, asi como a dicha temperatura los
espermatozoides presentaron mayor movilidad.

* En el presente estudio se observé que los costos totales
de la crio preservacién de semen segtn los rubros utilizados
constituyen un total de 147,63 USD, siendo esta informacién sera
de gran importancia para la toma de decisiones dentro de la
unidad de produccién pecuaria.

5. RECOMENDACIONES

« Tener en cuenta las curvas de temperaturas especificadas
en los diferentes procedimientos para crio preservar el semen
bovino debido a que si se producen buenos resultados finales.

« Emplear nuevas tecnologias buscando el mejoramiento
de los sistemas de produccién bovina, asi como también la
expansion de genética de buena calidad buscando mantener
siempre unos pilares reproductivos 6ptimos.

» Realizar futuras investigaciones, sobre criopreservacion,
con el propésito de disminuir la muerte celular e
infertilidad y de esta manera garantizar la supervivencia
de los espermatozoides debido a que, los espermatozoides
resisten de manera diferente los efectos detrimentales de la
criopreservacion.
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