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PRESENTACION

La actividad ganadera es de fundamental importancia para la prosperidad
econOmica y social del area rural y la seguridad alimentaria del pais, donde la
reproduccion constituye como uno de los pilares mas importantes de la
produccion, y la criopreservacion de semen, como el principal soporte de las
técnicas reproductivas asistidas, la misma que depende del manejo de la
recoleccion, evaluacion, congelacién y descongelacién, donde la motilidad y
viabilidad son los aspectos mas sensibles que pueden afectar la fertilidad, la

tasa de prefiez y el desempefio reproductivo del hato ganadero.

Durante décadas, la criopreservacion convencional de semen ha sido la
técnica mas utilizada a nivel mundial, permitiendo la conservaciéon del material
genético de animales reproductores por largos periodos de tiempo. Esta
tecnologia ha contribuido significativamente a la economia del productor
ganadero, al reducir los costos asociados con la alimentacién, el transporte y
el mantenimiento de los animales reproductores. Actualmente, la
criopreservacion automatizada surge como una alternativa innovadora que
mejora el control del proceso de congelacion y la eficiencia reproductiva; sin
embargo, aun existe limitada informacion sobre sus beneficios, sobre todo

para ambitos de tropico, en especial con el ganado Bos indicus.

El presente estudio muestra los resultados de una investigacion comparativa
sobre la criopreservacion de semen, entre el método convencional y el método
automatizado, evaluado a través de los indicadores mas importantes de la
calidad del semen, la motilidad y la viabilidad espermética, en un periodo
antes de la congelacion y en otro después de la descongelacion, realizado en
un ecosistema tropico humedo, en toros cebd, a fin de conocer y mejorar el
manejo de la técnica de congelacion de semen con fines de reproduccion y

mejora genética del ganado.



RESUMEN

Los métodos de congelacién representan una herramienta Gtil en la
reproduccion asistida en el ganado bovino, sin embargo, pueden tener efectos
perjudiciales sobre la calidad espermatica. El presente estudio tuvo como
objetivo comparar la motilidad y viabilidad espermatica de toros Bos indicus
utilizando dos métodos de congelacion en Madre de Dios. Se utilizaron cinco
toros Bos indicus de 3 a 4 afos de edad y 714.9 + 43.2 kg, pertenecientes al
Centro de Desarrollo Ganadero — CEDEGA del Gobierno Regional de Madre
de Dios. ElI semen fue colectado mediante electroeyaculacion vy
posteriormente procesado mediante los métodos de congelacion
convencional y automatizado; la motilidad y viabilidad espermética fueron
evaluadas antes de la congelacion y después de la descongelacién, y los
datos se evaluaron mediante ANOVA de dos vias, con un nivel de significancia
de a = 0.05. Los resultados mostraron una reduccion significativa (p < 0.05)
en la motilidad espermatica del 21.6% con la congelacion convencional (75.2
+4.3vs53.6 +2.3) y del 18.1% con el automatizado (75.2 + 4.3 vs 57.1 + 3.6).
Asimismo, la viabilidad espermatica disminuyé significativamente (p < 0.05)
en 24.4% con el método convencional (81.3 £ 3.7 vs 56.9 £ 2.4) y 21.2% con
la automatizado (81.3 + 3.7 vs 60.2 £ 2.2), ademds, se encontraron
interacciones significativas entre las variables evaluadas (p < 0.05). Se
concluye que el método automatizado resulta mas eficiente para conservar la

motilidad y viabilidad espermaética.

Palabras clave: Congelacién, descongelacion, espermatozoides, motilidad y
viabilidad.



ABSTRACT

Freezing methods are a useful tool in assisted reproduction in cattle, but they
can have adverse effects on sperm quality. The objective of this study was to
compare sperm motility and viability in Bos indicus bulls using two freezing
methods in Madre de Dios. Five Bos indicus bulls aged 3 to 4 years and
weighing 714.9 = 43.2 kg, belonging to the Livestock Development Center
(CEDEGA) of the Regional Government of Madre de Dios, were used. Semen
was collected by electroejaculation and then processed using conventional
and automated freezing methods; sperm motility and viability were evaluated
before freezing and after thawing, and the data were evaluated using two-way
ANOVA, with a significance level of a = 0.05. The results showed a significant
reduction (p < 0.05) in sperm motility of 21.6% with conventional freezing (75.2
+ 4.3 vs. 53.6 £ 2.3) and 18.1% with automated freezing (75.2 £+ 4.3 vs. 57.1 £
3.6). Likewise, sperm viability decreased significantly (p < 0.05) by 24.4% with
the conventional method (81.3 + 3.7 vs. 56.9 = 2.4) and by 21.2% with the
automated method (81.3 = 3.7 vs. 60.2 + 2.2). Furthermore, significant
interactions were found between the variables evaluated (p < 0.05). It is
concluded that the automated method is more efficient in preserving sperm
motility and viability.

Key words: Freezing, thawing, spermatozoa, motility and viability.



INTRODUCCION

Las biotecnologias reproductivas constituyen los principales avances de la
produccién animal en los ultimos afios, donde la criopreservacion de semen
es la herramienta fundamental en la inseminacion artificial, posibilitando la
mejora genética de los animales (1), donde la coleccién, utilizacion y
crioconservacion del semen es uno de los aspectos importantes de esta
biotecnologia, que puede proporcionar rendimientos favorables o

desfavorables en la produccion ganadera (2).

La inseminacion artificial, desde su implantacion, se ha utilizado como la
herramienta de la reproduccién animal asistida, mediante el uso de semen
criopreservado, luego de su dilucion, crioproteccion, refrigeracion vy
congelacion (3), donde la manipulacion incorrecta de la criopreservacion,
incluido el almacenamiento y la descongelacion de los espermatozoides,
puede dafar la funcién y la estructura de los espermatozoides, sobre todo la
motilidad y viabilidad espermaética, lo que conlleva a una disminucion en la

fertilidad y el rendimiento reproductivo (2).

Aun no se ha desarrollado una técnica adecuada en la recoleccion,
empaquetamiento y congelamiento de semen (4), debido a las limitantes en
costos, equipos, insumos, materiales, personal de expertos en biotecnologia
reproductiva bovina (5), por lo que es necesario buscar la alternativa mas
eficiente que posibilite una mayor motilidad y viabilidad espermatica, a fin de
mejorar la tasa de prefiez, para la obtencion de ganado de alto valor genético,

mejorar la produccién y los ingresos econdmicos.
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CAPITULO |: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Descripcion del problema

El ganado cebu (Bos indicus) y sus cruzamientos con el ganado europeo (Bos
taurus) constituyen méas de la mitad de la poblacién bovina a nivel mundial,
desempefiando un papel fundamental en la produccién de carne, asi como en
la provision de leche, especialmente en regiones tropicales (6). En estas
zonas, la actividad reproductiva es un componente importante para garantizar
el incremento sostenido de la poblacion animal y, por ende, la seguridad
alimentaria. A pesar del desarrollo de diversas biotecnologias reproductivas,
la monta natural continda siendo el método predominante de reproduccién

bovina, seguida por la inseminacion artificial y la transferencia de embriones
(7).

La criopreservacién de semen bovino es una herramienta consolidada dentro
de las tecnologias de reproduccién asistida. Tanto el método convencional
como el automatizado han permitido mejorar la eficiencia de los programas
reproductivos, especialmente en razas de ganado europeo (Bos taurus) (8);
ambos métodos, se basan en la preservacion del semen a bajas temperaturas
con el objetivo de mantener su viabilidad durante periodos prolongados, se
han consolidado como pilares fundamentales de la inseminacion artificial,

contribuyendo significativamente al mejoramiento genético (9).

Sin embargo, el impacto de estas tecnologias ha sido mas evidente en el
ganado europeo (Bos Taurus), con resultados menos consistentes en razas
adaptadas a climas tropicales, como el cebu (Bos indicus) (10). Diversos
estudios realizados en Bos taurus han mostrado que la calidad espermatica,
especialmente en términos de motilidad y viabilidad, no presenta diferencias

significativas entre los métodos convencional y automatizado, pese a la



diferencia de costos entre ambos; de manera similar, en otras especies como
el bufalo (Bubalus bubalis), también se ha observado una eficacia comparable
entre ambos métodos (11). No obstante, existe una escasa evidencia
cientifica especifica que analicen de manera comparativa la eficiencia de
estos métodos de congelacion en toros Bos indicus, especialmente bajo
condiciones tropicales; dificulta la toma de decisiones informadas respecto a
la seleccion de uno u otro método en los programas de reproduccion de esta

especie en contextos tropicales (12).

1.2 Formulacion de problema
1.2.1 Problema general

¢, Cual sera la motilidad y viabilidad espermatica de toros Bos indicus utilizando

dos métodos de congelaciéon en Madre de Dios?

1.2.2 Problemas especificos
¢, Cual sera la motilidad espermatica de toros Bos indicus utilizando el método

de congelacion convencional y automatizado en Madre de Dios?

¢, Cual serd la viabilidad espermatica de toros Bos indicus utilizando el método

de congelacion convencional y automatizado en Madre de Dios?

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

e Comparar la motilidad y viabilidad espermatica de toros Bos indicus
utilizando dos métodos de congelacién en Madre de Dios.

1.3.2 Objetivos especificos

e Determinar la motilidad espermatica de toros Bos indicus utilizando el
método de congelacién convencional y automatizado en Madre de
Dios.

e Determinar la viabilidad espermética de toros Bos indicus utilizando el
método de congelacién convencional y automatizado en Madre de

Dios.



1.4 Variables

1.4.1 Variables independientes

e Método de congelacion: convencional y automatizado.

1.4.2 Variables dependientes
e Motilidad espermatica.

e Viabilidad espermatica.

1.5 Hipotesis de investigacion
El método de congelacion convencional y automatizado tiene efecto sobre la
motilidad y viabilidad espermética en toros Bos indicus de Madre de Dios.



1.6 Operacionalizacion de variables

DEFINICION DEFINICIONES
DIMENSIONES | INDICADORES | ITEMS
CONCEPTUAL OPERACIONALES
VARIABLE INDEPENDIENTE
Método de congelacion Las pajillas fueron refrigeradas a 4 °C
Congelacién convencional durante 4 horas, luego colocadas a 6 cm
sobre nitrégeno liquido por 20 minutos en
Método manual de congelacion de una caja de poliestireno y, finalmente,
espermatozoides que emplea vapor sumergidas en nitrégeno liquido para su
de nitrégeno |I-(]UIdO. Se Cfiracterlza conservacion. Método de
por ser accesible y de bajo costo. )
. . congelacion
Las pajillas fueron congeladas en un equipo Lo
- . . . espermatica
Congelacién automatizada automatizado siguiendo un protocolo
estandar para semen bovino, que consistié
Método de congelacion de en un enfriamiento a -0,25 °C/min hasta
espermatozoides donde se utiliza 5°C por 180 minutos, luego a -5 °C/min
un equipo de congelacién, con hasta -120 °C, y finalmente fueron
un protocolo estandar sumergidas en nitrogeno liquido.
establecido.
Momento de evaluacion
Pre-congelacion.
. Etapa |n|C|_a'I del proceso de El semen fue evaluado antes de su
criopreservacion, donde el semen L ; P -
congelacion mediante analisis de motilidad
es evaluado, tratado con . S
) . masal y progresiva y viabilidad, tras la
crioprotectores y enfriado S o
. dilucion con el medio crioprotector y la
progresivamente para preservar su estabilizacion a 4 °C )
motilidad y viabilidad ante el ’ Semen fresco y Porcentaje (%) de
almacenamiento en nitrégeno descongelado. espermatozoides. 1-2

liquido.
Pos-descongelacion

Fase posterior a la descongelacion
en la que se evaltan pardmetros de
calidad espermética, como la
motilidad y viabilidad, con el
proposito de verificar su estado y
aptitud funcional para su uso en
técnicas de reproduccion asistida.

Luego descongelar las pajillas en un bafio
maria a 37 °C durante 30 segundos, el
semen fue analizado microscopicamente
para evaluar la motilidad y la viabilidad
espermatica mediante tincion eosina y
nigrosina.

VARIABLE DEPENDIENTE
MOTILIDAD Y VIABILIDAD

Son pardmetros fundamentales que
reflejan la capacidad de los
espermatozoides para desplazarse de
manera eficiente y mantenerse
funcionales, siendo ambos factores
determinantes para lograr una
fertilizacién exitosa.

Motilidad espermética: Se evalué mediante
observacion microscopica de la motilidad
en masa, calificando el movimiento en una
escala de 0 a 5 segun la formacion de
“olas”.

Viabilidad espermatica: Se determiné
mediante tincién eosina-nigrosina,
diferenciando espermatozoides vivos (no
tefiidos) y muertos (tefiidos) mediante
observacién microscopica tras la
preparacion de un frotis.

Motilidad y
Viabilidad
espermatica.




1.7 Justificacion

El ganado Bos indicus se caracteriza por su resistencia, buena produccion de
leche y carne, notable aumento de peso diario, habilidad materna y fertilidad,
por lo que, en comparacion con el ganado europeo, soporta mejor el calor,
debido a su metabolismo mas bajo (13). Su piel pigmentada y pelos de color
claro le ofrecen proteccion contra la radiacion solar, resistencia a parasitos,

siendo una raza resistente que triunfa en los trépicos hostiles (6).

La reproduccion del ganado Bos indicus es un factor importante para el
mantenimiento de la poblacién y el reemplazo del efectivo animal, para lo cual
las tecnologias de reproduccion animal asistida han apoyado de sobremanera
para lograr una mayor produccion (14), siendo necesario desarrollar nuevas

alternativas a fin de mejorar el desempefio reproductivo de los animales.

La crioconservacion del semen es un procedimiento que tiene como propésito
facilitar el almacenamiento indefinido del semen, para su uso posterior en la
inseminacion artificial, con un impacto importante y positivo en la produccion
animal y la calidad del producto, como mecanismo eficaz para acortar el

tiempo de mejora genética (14).

La recogida y congelacién de semen animal maximiza el uso de los recursos
humanos, técnicos, cientificos y econdémicos, lo que se traduce en un aumento
de la produccién de carne y leche, mayores ingresos econdmicos para los
productores (15).

La criopreservacion del semen es muy importante porque afecta a la
viabilidad, motilidad y concentracién de los espermatozoides, y comienza con
la recogida, evaluacién, congelacion y descongelaciéon del semen justo antes
de la inseminacién (9), donde se deben evaluar las pajillas que contienen
semen, ya que estas suelen tener una baja viabilidad de los espermatozoides

y, por lo tanto, una baja tasa de prefiez (15).

El procedimiento de seleccion de semen bovino previo a la criopreservacion
es el paso importante para mejorar la calidad y fertilidad del semen pos-
descongelado (9), por lo que es necesario buscar alternativas de

congelamiento de semen que puedan tener una mejor conservacion y, en



consecuencia, mejorar la viabilidad y concentracion espermética, lo que
repercutiria en un mejor desarrollo de la produccion ganadera y ademas del
interés tanto de profesionales y ganaderos (16). Por las consideraciones
expuestas, el trabajo de investigacion tuvo como objetivo comparar la
motilidad y viabilidad espermatica de toros Bos indicus utilizando dos métodos

de congelacion en Madre de Dios.

1.8 Consideraciones éticas

La investigacion se realizo con toros Bos indicus con un manejo responsable
y adecuado tratando de evitar en lo posible el estrés del animal, brindandoles
un ambiente libre con forraje y agua limpia a disposicion durante todo el dia,
asi mismo la disposicion de sombra y cuidado permanente y para expresar un
comportamiento normal, evitando el miedo y angustia, en el marco de los
principios del bienestar animal (17). Antes de la investigacion los toros fueron
vacunados y desparasitados, y durante el estudio estuvieron exentos de
procedimientos dolorosos. Los datos se recopilaron bajo la orientacién de un
asesor y co-asesor a fin de minimizar error en el manejo animal y el registro

de informacion.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de estudio

Segun Ribeiro et al. (15), en su trabajo de investigaciéon “Cryopreservation of
bovine spermatozoa from the epididymal tail using conventional and automated
methods”. explicaron que este estudio comparé la crioconservacion de semen
recogido de epididimos bovinos después del sacrificio mediante métodos
convencionales y automatizados, donde se obtuvieron los siguientes
resultados: viabilidad espermatica, motilidad pos-congelacion y viabilidad pos-
congelacion con los métodos de congelacién convencional y automatico
fueron del 80,1%, 44,4%, 37,6%, 65,7% y 61,7%, respectivamente.

La Investigacion realizada por Medina (18) “Crioconservaciéon de semen
bovino usando un congelador programable (CL 8800) y determinacion de su
calidad pos-descongelacién por medio de un sistema de andlisis asistido por
computador (CASA)”. El objetivo de este estudio era evaluar un protocolo de
congelacion de semen bovino utilizando un congelador programable CL-8800
y un diluyente compuesto por Tris (2,42%), acido citrico (1,8%), fructosa
(1,0%), glicerol (7%) y yema de huevo (20%). Tras la congelacion por el
método de congelacion automatizada, la motilidad espermatica pos-

congelacion fue del 43,1%.

Por otro lado, Londofio (19) con la tesis titulada “Frecuencia de alteraciones
morfolégicas espermaticas en toros Brahman entre 20 y 32 meses de edad
en condiciones de pastoreo” el estudio se realizé en la hacienda Casa Nare,
Municipio de Puerto Nare, la poblacién estuvo constituida por once toros de

los que se realiz6 la recoleccion de semen. Los resultados mostraron que el



volumen del eyaculado promedio de los toros era de 5.54 ml y obtuvo un 70%

de motilidad individual.

Mejia (5) reporta en su tesis titulada “Evaluacion pre y post congelacion del
semen obtenido con vagina artificial y electroeyaculador en el ganado criollo”.
Se recolecto semen de tres toros biotipo criollo utilizando Vagina Atrtificial
modelo IMV (VA T1=30) y Electro eyaculador electronico portatil marca
Standard Precision Electronics®”, con el dilutor AndroMed® se procedié a
diluir el semen, después ser envasado en pajillas de 0,25 ml y donde fueron
sometidos a vapores de nitrogeno liquido durante 10 minutos y luego
dejandolos directamente en el nitrégeno liquido logrando obtener una
temperatura de -196 °C y se almacend en tanques criogénicos. Luego de 30
dias se descongelé para evaluar mediante microscopia Optica, donde se

encontré una motilidad de 77.34% en toros.

Segun Torres (20) reporta en su tesis titulada “Criterios de seleccion y manejo
reproductivo del toro Brahman en sistemas ganaderos de la Orinoquia”. Utilizé
toros de la raza Brahman seleccionados de forma cuidadosa y rigurosa. En su

investigacion obtuvo un resultado de 75.4% de motilidad espermética.

Cabrera y Pantoja (21) en su trabajo de investigacion “Viabilidad esperméatica
e integridad del acrosoma en semen congelado de toros nacionales”. Se
utilizaron cuatro toros (2 Hosltein y 2 Brown Swiss) del Banco Nacional de
Semen, Lima-Peru”. Donde se recolecto semen con un volumen promedio de

4.33 ml y se evalud viabilidad espermatica con un resultado de 83.8%.

Murtina et al. (22) publicaron en una investigacion titulada “The traits of fresh
and frozen semen on Brahman Bulls”. El objetivo del presente estudio era
determinar la calidad y los parametros del semen fresco y congelado de toros
Brahman de 4 afios de edad. Se realiz6 la recoleccion de semen de 5 toros
dos veces por semana utilizando una vagina artificial y los resultados

mostraron que la viabilidad espermatica fue del 78.94 %.

Por otro lado, Aquino (23) con su investigacion titulada: “Caracteristicas
seminales en toros de razas carnicas y doble propdsito”. Se utilizaron nueve

toros de razas especializadas para la produccion carnica, se procedio a la



evaluacion de la calidad, con la recoleccion de semen, dilucion, refrigeracion,
congelacion y almacenamiento de las pajillas de semen, este ultimo paso se
pudo hacer utilizando tanques criogénicos de gran tamafio donde se
colocaron las pajillas y se almacenan a una temperatura de -196 °C. Las
caracteristicas promedio del semen obtenido fueron una motilidad individual
de 80.6%, una concentracién de 1345.8 x 108 spz/ml y una motilidad pos-

congelacion de 58.9 % por el método de congelacion convencional.

Acosta (24) realizé una investigacion titulada “Comparacion de la viabilidad
espermatica de bovinos gemelos homocigotos Aberdeen Angus por citometria
de flujo”. Se realizaron diez recolecciones cada una utilizando tres
repeticiones por colecta, evaluando caracteristicas macroscoépicas (volumen
y pH), microscépicas (motilidad masal, motilidad individual, concentracion
espermatica y morfologia). Se obtuvo un volumen promedio de eyaculado es
de 6.49 ml respectivamente y con una concentracion espermatica de 1172 .27

x 106 spz/ml.

Damas (25) en su investigacion titulada “Evaluacion de dos Dilutores
comerciales en semen congelado de Toros en el Banco Nacional”’, con la
finalidad de analizar el efecto de dos dilutores comerciales (Bioxcell y
AndroMed) sobre la viabilidad espermatica post refrigerado y post
descongelado, a través de observaciones de motilidad, vitalidad y prueba de
Host, se encontro al post congelado motilidad con AndroMed 65,04 + 2,05 %,
y para la viabilidad con AndroMed 63,47 + 4,61 %.

2.2 Marco Teodrico

2.2.1 Seleccién de toros

La seleccion de toros se realiza mediante el examen fisico general, evalla el
estado general del animal, particularmente en lo que respecta a los 6rganos
sexuales externos e internos (26). Este examen fisico incluye una estimacion
de la condicion corporal, la postura y los genitales externos e internos (pene,
testiculos y vesiculas seminales) y la exclusion de los bovinos machos con
anomalias que interfieren con la libido (apetito sexual) o la capacidad de

montar y limitan o impiden la funcion reproductiva (27).
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2.2.2 Condicién corporal

La condicion corporal en vacunos se refiere al estado de reservas de grasa y
musculo en el cuerpo de un animal. Es un indicador visual y tactil que ayuda
a evaluar la salud y el estado nutricional del ganado. La condicién corporal se
mide en una escala que generalmente vade 1 a5 ode 1 a9, donde 1 indica
un estado de extrema delgadez y 5 0 9 indica un exceso de grasa corporal.
La escala especifica puede variar segun el sistema de puntuacion utilizado
(28).

La gestion de la condicion corporal es esencial para asegurar el bienestar de
los animales y optimizar la productividad en términos de reproduccion,
produccion de leche y ganancia de peso. Un programa de manejo nutricional
adecuado y la capacidad de reconocer signos visuales y tactiles de cambios
en la condicion corporal son herramientas valiosas para los productores de
ganado (29).

2.2.3 Coleccién de semen
Este proceso es una combinacion de muchos factores, practicas,
conocimientos y habilidades para lograr el mejor rendimiento de los toros y

producir semen de alta calidad (30).

Los toros con buena capacidad reproductiva producen y eyaculan volimenes
significativos de esperma. La implementacion de estimulos novedosos y
cambios frecuentes en el entorno deberia permitir que la mayoria de los toros
logren entre 4 y 6 eyaculaciones por semana (3). En cuanto a la produccion
espermaética, se espera que los toros jovenes generen entre 10.000 y 20.000
millones de espermatozoides por semana, mientras que los toros adultos
deben alcanzar entre 40.000 y 60.000 millones semanalmente. Si no se
alcanzan estos niveles de produccion, es necesario evaluar y ajustar los
procedimientos de manejo durante la recoleccion de semen para optimizar su

eficiencia (31).
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2.2.4 Métodos de recoleccion de semen

e Electroeyaculador

La electro-eyaculacion (EE) es un método confiable para obtener muestras de
semen de machos reproductores. Método mas utilizado generalmente en
toros jovenes, carneros y machos no entrenados es la vagina artificial con el
fin de obtener una muestra de semen para un examen de aptitud reproductiva
(32). Este método utiliza un equipo de electroeyaculador compuesto por
transductor la caja de transporte, la sonda rectal, la unidad de control, el
cargador de bateria, el cable de energia, el cable de conexién de la sonda, el
mango, el cono y el envase de coleccidén; que no es mas que un electrodo
conectado a una bateria que genera una estimulacion ritmica descargando

menos de 20 voltios (33).

En el toro, previo a la insercion de una sonda en el recto, se debe realizar un
masaje transrectal sobre la zona de las glandulas sexuales accesorias (p. €j.,
vesiculas seminales, prostata) para excitar sexualmente al animal y relajar el
esfinter anal (34) donde se introduce la sonda y se administra impulso
eléctrico (tensién 8-16 V) durante 1 a 2 segundos con una pausa de 0,5-2
segundos hasta que se produce la eyaculacion. Durante la estimulacion, el

voltaje del impulso aumenta gradualmente (33).
e Vagina artificial

Es el método mas comun de recoleccién de semen, que intenta imitar las
condiciones fisiologicas de los animales. La vagina artificial es un tubo
cilindrico de 7 cm de diametro y de 35 a 40 cm de largo, fabricado en plastico
resistente (35), con un revestimiento de goma que se aprieta y envuelve
alrededor del extremo del tubo para formar una cAmara llena de agua caliente
(45 a 46°C) y aire para alcanzar la temperatura y la presion necesaria para la

eyaculacion (32).

2.2.5 Manejo de semen
El manejo del semen de toro es una parte importante de la reproduccion

bovina y se lleva a cabo en programas de inseminacion artificial (IA) para
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mejorar la genética del ganado, se evalla el volumen, concentracién de
espermatozoides, motilidad, viabilidad, morfologia y capacidad para resistir
los procedimientos de congelacion y descongelacion (36). Se necesitan
andlisis exhaustivos de los espermatozoides mediante el uso de diversos
métodos integrados para evaluar su morfologia a niveles moleculares y
celulares que estan relacionados con la funcion espermatica (37). Para
mejorar la crioconservacion, se necesita una tecnologia avanzada que permita
predecir y evaluar con precision la motilidad, viabilidad, funcionalidad de la
membrana, actividad mitocondrial y parametros apoptéticos de los

espermatozoides (10).

2.2.6 Evaluacion macroscopica del semen

La evaluacién macroscopica del semen en toros es el primer paso del andlisis
seminal y permite valorar caracteristicas fisicas como volumen (5-8 mL), color
(blanco opalescente a cremoso), pH (6.4-6.8), consistencia y presencia de
contaminantes. Alteraciones en estos parametros pueden indicar infecciones,
inflamaciones o contaminacion. Esta evaluacion es clave para decidir si el
eyaculado es apto para el analisis microscopico y uso en la inseminacion
artificial (5).

2.2.7 Evaluacion microscopica del semen

La evaluacion microscopica del semen en toros permite analizar la calidad
esperméatica mediante parametros como la motilidad (masal y progresiva),
concentracion, morfologia, viabilidad e integridad de la membrana plasmatica.
Estos se determinan usando técnicas como tinciones, hemocitometro,
espectrofotometria y pruebas funcionales como el HOST. Estos analisis son
fundamentales para definir la aptitud del semen para inseminacion artificial o

criopreservacion (22).

2.2.8 Concentracion espermatica

La concentracién espermatica es la cantidad de espermatozoides en un
eyaculado, se ha especulado que la calidad del semen del ganado vacuno es
inferior a la del vacuno lechero, pero hay pocos estudios cientificos
disponibles en la literatura (38). La concentracion de espermatozoides del
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semen de toro se determina utilizando un espectrofotdmetro estandarizado.
En primer lugar, se mide la concentracion de espermatozoides a una longitud
de onda de 535 nm utilizando un fotometro precalentado y calibrado. Se pone
a cero el fotometro con solucion salina normal y se mezcla una muestra de 20

pl de semen con 2 mL de solucién de NaCl al 0,9% p/v (39).

2.2.9 Motilidad espermatica

La motilidad espermética se evalla comunmente mediante observacion al
microscopio de contraste de fase con platina a 37 °C. Esta evaluacion puede
realizarse de manera masal o individual, dependiendo de la concentracion
espermética de la muestra (38). La motilidad masal, aplicada en eyaculados
con alta concentracion, se valora subjetivamente en una escala de 0 a 5: un
valor de 5 indica la presencia de remolinos u ondas vigorosas y rapidas,
mientras que un valor de O refleja la ausencia total de movimiento ondulatorio
(40).

Por otro lado, la motilidad individual se determina tras diluir el semen fresco o
al descongelar pajillas, observando el porcentaje de espermatozoides
moviles, diferenciando entre motilidad progresiva (movimiento rectilineo hacia
adelante) y no progresiva (movimiento erratico o en circulos). Pajillas con
menos del 40 % de motilidad progresiva generalmente se descartan para
programas de inseminacion artificial (41). Si bien este método visual es
sencillo y rapido, su principal limitacion es la subjetividad, ya que los
resultados dependen en gran medida de la experiencia del evaluador y
pueden sobreestimarse, especialmente en muestras con alta densidad

espermatica (42).

2.2.10 Viabilidad espermatica

La viabilidad del esperma bovino significa la capacidad de mantener su
integridad estructural y funcional para fecundar con éxito un Ovulo. La
viabilidad del semen es fundamental en los programas de cria de bovinos, ya
que afecta directamente al rendimiento de la fecundacién y al éxito de la
concepcion (43). Aqui hay algunos factores que afectan la viabilidad

espermatica en bovinos: congelacion y descongelacion, almacenamiento,
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calidad de semen y otros, el control continuo de estos factores y las buenas
practicas de cria son esenciales para garantizar la viabilidad del semen y el

éxito del programa de cria (44).

Este método se utiliza para contar los espermatozoides vivos del eyaculado
recogido colocando dos gotas de Eosina y luego tres gotas de Nigrosina, se
realiza un frotis con la mezcla y se deja secar por unos segundos con la platina
caliente a 37°C en el borde del portaobjetos y afiadiendo una gota de
espermatozoides en el portaobjetos con un éangulo de 30-40°. Secar
rapidamente y observar 200 células con un microscopio oOptico de 1000
aumentos. Si los espermatozoides estan muertos, la membrana plasmatica

segrega eosina (41).

2.2.11 Dilutores de semen

Los diluyentes de semen proporcionan algunos nutrientes para el proceso
metabdlico de los espermatozoides, protegen contra el choque de frio,
amortiguan los efectos de las toxinas, los acidos producidos por el
metabolismo de los espermatozoides y ayudan a mantener la presion

osmotica y el equilibrio mineral requeridos del semen (45).

Los espermatozoides son células vivas sexuales o gametos propiamente del
macho que no pueden soportar periodos largos de vida a causa de los efectos
del medio externo después de la eyaculacion del animal, estos surgen por el
contacto con el oxigeno, al aumento de la hipertonicidad del medio, a la falta

de humedad, al aumento de las excreciones celulares entre otros (46).

2.2.12 Empajillamiento de semen

Actualmente, la mayor parte del semen de toro se congela en pajillas de 0,25
0 0,5 mly es almacenada en un tanque criogénico con nitrogeno liquido a una
temperatura de -196 °C (36). Las pajillas no soélo facilitan el envasado,
etiquetado, almacenamiento y transporte del semen, sino que también
proporcionan un control mas uniforme de la congelacion y descongelacioén, lo
gue en ultima instancia se traduce en mejores tasas de recuperacion de

espermatozoides tras la descongelacion del semen (23).
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2.2.13 Métodos de Congelacién de semen

La congelacion de semen es una herramienta fundamental dentro de las
tecnologias de reproduccion asistida, ya que permite la preservacion y
almacenamiento a largo plazo de un numero ilimitado de gametos
(espermatozoides) mediante el uso de nitrégeno liquido (47). Esta técnica es
ampliamente empleada en programas de reproduccion animal, especialmente
en individuos con alto valor genético y resulta particularmente valiosa en

especies con poblaciones amenazadas o en peligro de extincion (18).

e Método convencional
La congelacién convencional, se caracteriza por un descenso progresivo de
la temperatura mediante la exposicion del semen a vapores de nitrdgeno
liquido, sin un control digital preciso del proceso de enfriamiento (30). Este
método no emplea dispositivos automatizados para regular de manera exacta
la velocidad de enfriamiento, lo que puede provocar una formacién irregular
de cristales de hielo intracelulares. Dichas variaciones pueden comprometer
la viabilidad espermatica al generar dafios estructurales en la membrana

celular y en los organulos del espermatozoide (25).

e Método automatizado
La congelacion automatizada permite establecer y controlar de forma precisa
la curva de enfriamiento mediante sistemas computarizados. Esta precision
reduce considerablemente la formacion de cristales de hielo de gran tamafio,
disminuyendo el dafio celular asociado al proceso de congelacion (15). Al
optimizar tanto la velocidad como las condiciones térmicas del procedimiento,
se logra preservar de manera mas eficiente la integridad estructural y
funcional del espermatozoide, lo que se traduce en una mayor calidad pos-

descongelacion (18).

2.2.14 Tipos de congelacién

La velocidad de enfriamiento previa a la criopreservacion del semen es crucial
para reducir el dafio celular durante el proceso de congelacion. Antes del
desarrollo de técnicas de crioconservacion, la inseminacion artificial se

realizaba con semen fresco o refrigerado (44); sin embargo, el descubrimiento
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de crioprotectores y los avances en la formulacion de diluyentes permitieron
reemplazar progresivamente estas formas por el semen criopreservado,
debido a sus multiples ventajas (48). Actualmente, se emplean principalmente

dos tipos de congelacion:

e Congelacién lenta

Consiste en un enfriamiento gradual de las pajillas de semen, en 2 o 3 etapas,
durante 2 a 4 horas, ya sea manual o mediante un congelador
semiprogramable (49). Las muestras, previamente diluidas con
crioprotectores, se enfrian inicialmente de temperatura ambiente a 5°C a
razon de 0,5-1 °C/min, luego hasta -80 °C a una velocidad de 1-10 °C/min, y
finalmente se sumergen en nitrégeno liquido a -196°C para su

almacenamiento criogénico (15).

e Congelacién rapida

En este método, las pajillas cargadas con semen y crioprotector se enfrian
inicialmente a 4 °C durante 4 horas. Luego se colocan durante 10 minutos a 7
cm por encima del nivel de nitrégeno liquido (vapor), y finalmente se sumergen
en nitrogeno liquido a -196 °C; durante todo el proceso, las pajillas se
mantienen en posicion horizontal para asegurar una congelacion uniforme y

minimizar el gradiente térmico entre los extremos (43).

2.2.15 Congelamiento de semen

El proceso que permite estabilizar a las células seminales a temperaturas
criogénicas se denomina criopreservacion, conocido también como un
aspecto aplicado de la criobiologia del estudio de la vida a bajas temperaturas
(3). Los numerosos avances en las técnicas de crioconservacion han
permitido desarrollar métodos capaces de mantener a bajas temperaturas
distintos tipos de células, incluidos gametos tanto de la hembra y del macho,
pequefos organismos multicelulares e incluso organismos complejos como
embriones (22). La temperatura utilizada para congelar los espermatozoides
es de -196 °C, temperatura esencial para detener las funciones vitales de los

espermatozoides y restaurarlas tras la descongelacion (30).
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2.2.16 Descongelamiento de semen

El descongelamiento de semen bovino es una etapa critica en el proceso de
inseminacion artificial, ya que afecta directamente la viabilidad y la capacidad
de fertilizacion de los espermatozoides, el procedimiento de descongelacion
del semen congelado y su posterior manipulacién deben ser adecuados (31).
En la mayoria de los casos, el semen bovino crioconservado se descongela
sumergiendo las pajillas en un bafio de agua a 37°C durante 30-60 segundos.
Sin embargo, una técnica inadecuada de manipulacion del semen provoca
fluctuaciones de temperatura, lo que da lugar a una viabilidad deficiente tras

la descongelacion (32).

2.3 Definicién de términos

e Motilidad espermética: Capacidad de los espermatozoides para moverse
activamente, lo cual es esencial para que puedan llegar al ovocito y lograr
la fertilizacion (16).

e Viabilidad espermatica: Es la capacidad de los espermatozoides para
conservar su estructura y funcion, lo que determina su potencial para
fertilizar un 6vulo. En los analisis seminales, se evalla el porcentaje de
espermatozoides vivos como indicador de su fertilidad (30).

e Congelacion de semen: La congelacién consiste en criopreservar los
espermatozoides para preservar su capacidad de fecundacion y se utilizan
diluyentes para mantener su estructura (5).

e Recoleccion de semen: El semen se obtiene por vagina artificial en
animales doéciles como el Bos taurus, y por electroeyaculaciéon en
ejemplares nerviosos o agresivos como el Bos indicus o toros de lidia (30).

e Dilutores seminal: Se trata de soluciones acuosas que aumentan el
volumen del eyaculado hasta la cantidad necesaria, mantiene las
caracteristicas funcionales de los espermatozoides y conserva los niveles
adecuados de fertilidad (18).

e Electroeyaculador: Dispositivo utilizado para recolectar semen mediante
estimulacion eléctrica de los nervios que controlan la eyaculacion. Se

introduce una sonda en el recto del toro, emitiendo impulsos que provocan
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la salida del semen. Es util en toros que no pueden ser colectados con
vagina artificial, especialmente en campo (32).

Descongelacién de semen: Proceso mediante el cual el semen congelado
es devuelto a temperatura fisiolégica (usualmente 37 °C) de manera
controlada antes de su uso. Una descongelacién inadecuada puede
comprometer la motilidad y viabilidad espermatica (50).

Método convencional: Técnica manual que enfria progresivamente el
semen mediante vapores de nitrégeno liquido, sin control exacto de la
temperatura, lo que puede generar cristales de hielo intracelulares que
afectan la viabilidad espermatica (25).

Método automatizado: Técnica que emplea sistemas digitales para
regular con precision la curva de enfriamiento, reduciendo el dafio celulary

preservando mejor la calidad espermética tras la descongelacion (18).
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CAPITULO lll: METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 Tipo de estudio

El presente estudio se enmarcé dentro del enfoque cuantitativo, ya que se
recolectaron y analizaron datos numéricos mediante procedimientos
estadisticos. Este enfoque permitié evaluar de forma objetiva la eficacia de los
meétodos de congelacion en la calidad espermatica, a través de indicadores

medibles como motilidad y viabilidad.

3.2 Diseiio del estudio

Se tratd de un estudio cuasi-experimental con medidas repetidas, en el cual
se manipularon dos variables independientes: el método de congelacion
(convencional y automatizado) y el momento de evaluacion (antes y después
de la congelacion). El disefio se orienté a evaluar la calidad espermética de

toros Bos indicus sometidos a ambos métodos de criopreservacion.

La investigacion se desarrollé en el Centro de Desarrollo Ganadero —
CEDEGA, perteneciente al Gobierno Regional de Madre de Dios, ubicado en
el distrito de Tambopata, provincia de Tambopata, regiéon Madre de Dios. Este
centro se encuentra en una zona tropical, a 219 m.s.n.m., en las coordenadas
12°38'30,29" de latitud sur y 69°17'03,52" de longitud oeste (51), a 16
kilbometros al margen derecho de la carretera interoceanica Puerto

Maldonado—Cusco.
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3.3 Poblacion y muestra

3.3.1 Poblacién

La poblacion estuvo conformada por 56 toros del Centro de Desarrollo
Ganadero — CEDEGA, clinicamente sanos, en edad reproductiva, disponibles
para la seleccién; sin embargo, solo 15 toros (26.8%) no castrados reunieron
las condiciones de buena aptitud reproductiva, mientras que los restantes

estuvieron castrados, con defectos o fueron de otra especie (Tabla 01).

Tabla 01. Poblacién de toros en el Centro de Desarrollo Ganadero

Estado Razas No. Animales (%)
No castrados Bos indicus 15 26.8
Castrados Bos indicus 36 64.2
Defectuosos Bos indicus 3 5.4
Otras razas Bos taurus 2 3.6
Total 56 100

En la Tabla 01, se observa una distribucion de la poblacién de toros en el
Centro de Desarrollo Ganadero — CEDEGA, clasificados segun su estado
reproductivo y grupo racial. Se registr6 un total de 56 animales, de los cuales
el 96.4% corresponde a ejemplares de la raza Bos indicus. Dentro de este
grupo, el 64.2% son toros castrados, el 26.8% son toros no castrados, y el
5.4% presenta alguna condicion que los clasifica como defectuosos. El 3.6%

restante corresponde a animales de otras razas, especificamente Bos taurus.

3.3.2 Muestra

La muestra estuvo conformada por 5 toros Bos indicus, clinicamente sanos,
con una edad comprendida entre 3 a 4 afios, buena condicion corporal, libres
de defectos anatomopatolégicos reproductivos, seleccionados a partir de los
15 toros con aptitud reproductiva, bajo los principios para maximizar la
produccion de semen, tales como la evaluacion del tamafio testicular,

desarrollo y funcién del epididimo, conducta y libido, y estimulacion sexual.



3.4 Métodos y técnicas

3.4.1 Materiales y equipos

Materiales de campo y escritorio
Tubo de ensayo graduado
Equipos de coleccion de semen
Electroeyaculador

Naricera (mocheta)

Vaso colector

Materiales de laboratorio
Vaso precipitado

Filtro de coleccion
Guantes quirdrgicos

Papel toalla x 6

Suero fisiologico

Barfio maria

Tubos de ensayo de 20, 100 y 250 ml

Porta objeto

Pipeta mecanica
Céamara de Neubauer
Microscopio

Medio de dilutor
Pajillas de 0.5

Equipo de congelacion automatica de semen
Congeladora Cryopreservation Systems CL8800i- CRYOBATH

Refrigeradora

Alcohol polivinilico
Agua bidestilada
Congeladora artesanal
Nitrogeno liquido
Corta pajilla

21
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e Dilutor

Andromed

e Equipo de laboratorio
Estereoscopio
Platina térmica

Puntas de pipeta y pipeta mecanica

3.4.2 Seleccion de toros Bos indicus.

Para el trabajo se seleccionaron un total de 5 toros de 3 + 4 afios de edad
relativa (casi adultos), con 714.9 + 43.2 kg de peso vivo, 5.6 + 0.4 puntos de
condicién corporal (moderada-buena) y 37.4 £ 0.77 cm de perimetro escrotal
(Tabla 02). Los toros pasaron por un examen de aptitud reproductiva: examen
fisico (forma general, 6rganos sexuales internos y externos), examen de
libido, recoleccion y evaluacion del semen, a fin de identificar los toros fértiles,
infértiles y subfértiles.

Los pesos vivos fueron estimados utilizando una cinta bovinométrica, a partir
de medidas corporales como el perimetro toracico y el largo corporal,
aplicando la formula propuesta por Schaeffer:

PT? x LC
10838

PV =

Donde:

PV, peso vivo (kg); PT, perimetro toracico (cm); LC, largo diagonal del

cuerpo, desde la punta de encuentro hasta la punta de anca (cm).

La condicién corporal de los animales se dedujo a partir de las nueve escalas
de uso en el ganado Bos indicus (cebu), moderada-buena, con las costillas
entre visibles-invisibles, y espinas dorsales entre visibles-invisibles pero

facilmente palpables (52).
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e Criterios de inclusién:
Toros clinicamente sanos, libres de enfermedades reproductivas, de buena
condicion corporal, de buenas caracteristicas fenotipicas, de alto valor

genético, de buena circunferencia escrotal y de buena libido.

e Criterios de exclusion:
Toros castrados, con defectos congénitos, con enfermedades y patologias

reproductivas, de especie distinta al Bos Indicus, infértiles y subfértiles (53).

Tabla 02. Animales utilizados para la coleccion de semen.

Orden| Toro Edad Peso vivo CcC EPR CE

No. No. (afos) (kg) (puntaje) | (si/no) (cm)

1 Toro 02 4 686.8 6.0 No 38.0

2 Toro 13 3 697.4 5.5 No 36.3

3 Toro 27 4 710.2 5.5 No 37.4

4 Toro 39 4 790.5 6.0 No 38.3

5 Toro 51 4 689.6 5.0 No 37.2

Promedio 3.8 714.9 5.6 37.4

Desv. Estandar 0.4 43.2 0.4 0.77
Coef. Variabil., % 11.7 6 7.4 2

CC: Condicion corporal, EPR: Enfermedades y patologias reproductivas, CE:

Circunferencia escrotal.

Los toros Bos indicus fueron de propiedad del Centro de Desarrollo Ganadero
— CEDEGA del Gobierno Regional de Madre de Dios, por lo que su
disponibilidad, manejo y uso dependieron de las decisiones técnicas y
administrativas de la Gerencia de Desarrollo Econémico del Gobierno
Regional de Madre de Dios. La evaluacion de la aptitud reproductiva incluye
tres componentes: el examen fisico (conformacion general, érganos sexuales
internos y externos), la evaluacion de la libido, la colecta y evaluacion del

semen (52).

Los animales estuvieron en un sistema extensivo, pastoreo de 6-8 horas, por
lo que sus requerimientos energéticos se estimaron en funcion del peso vivo

y la actividad fisica, segun modelos de prediccion: un requerimiento
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aproximado de energia neta de mantenimiento de 8.99 Mcal/dia (ENm = 76.5
* EBWkg®"®), ENm, kcal/dia = 76.5 kcal/EBWkg® ">

Donde:

EBW =BW * 0.96

k,, =—m =067

" EM,,
EMm, kcal/dia = 113.84 kcal/EBWkg° ">

Segun el modelo de prediccion, un animal de 706.5 kg de peso vivo, requiere
15.13 Mcal EM/dia para su mantenimiento; y con una alimentacién basada en
pasturas de Brachiaria brizantha, cuyo contenido de energia metabolizable es
de 2.15 Mcal/kg MS (54), consume un minimo de 7.04 kg de materia seca de
los pastos o ad libitum, asi como agua limpia y fresca a libre disposicién, sin
ningun tipo de suplementacion de alimento ni minerales, excepto sal comun
durante el trabajo de recoleccion, por lo tanto, se siguidé el programa de
alimentacion establecido en el Centro de Desarrollo Ganadero — CEDEGA.

3.4.3 Técnicas

e Recolecciéon de semen

La recoleccion de semen se realizé en las instalaciones del Centro de
Desarrollo Ganadero — CEDEGA, utilizando un brete especial de sujecion para
garantizar la inmovilizacién segura de los toros. Previamente, se llevé a cabo
la limpieza y desinfeccién (antisepsia) del prepucio y la region perineal, con el

fin de evitar contaminaciones en la muestra seminal (30).

El procedimiento de recoleccion se efectu6 mediante un electroeyaculador,
introduciendo un transductor por la via rectal del animal. Este dispositivo
emitié estimulos eléctricos leves y controlados hacia el sistema reproductor,
provocando la ereccion y posterior eyaculacion. EI semen fue recolectado en
un vaso colector, el cual se mantuvo protegido de la luz solar directa para

preservar su viabilidad y motilidad espermatica (31).
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e Evaluacion de semen
Después de haber obtenido el eyaculado (semen) de los toros en el brete, los
tubos colectores con semen se trasladaron al laboratorio de biotecnologia

reproductiva donde fueron procesados y evaluados (55).

Volumen: El volumen corresponde a la cantidad en mL de semen colectado

en el tubo colector graduado (9).

Color: Corresponde a la tonalidad del semen que va del blanco cremoso al

acuoso, siendo patoldgicos, los colores rosado, amarronado y verdoso (56).

pH: Se determin6 colocando una gota de semen sobre una tira indicadora de
pH. El procedimiento se repitid6 para cada eyaculado y se registraron los

valores. Se consideré normal un pH entre 6.2 y 6.8 (57).

e Calidad del semen antes de la congelacion

En la Tabla 03, se muestran las caracteristicas seminales de los 5 toros que
fueron recolectados. El nimero de animales fue de cinco (n=5), el promedio
de volumen seminal eyaculado fue de 6.65 ml, de motilidad espermética 75.16

%, Viabilidad espermatica 80.8 % y de concentracién espermatica 1284 x 10°

spz/ml.
Tabla 03. Caracteristicas seminales de toros Bos indicus.

Variables (n) Promedio D.S. Min. (%) Max. (%)
Volumen (ml) 5 6.65 0.56 6.06 7.4
Motilidad (%) 5 75.16 3.75 69.6 72.2
Viabilidad (%) 5 80.8 2.89 77.2 84.6

Concentracion (106) 5 1284 132 1106 1446

Los valores promedios se encuentran dentro de los pardmetros normales

definidos para los bovinos (32).
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e Dilucion de semen

Luego de la coleccion se hizo una pre-dilucién por adicién de dilutor al semen
en una proporcion de 1:1 en bafio maria a 32 °C, dejandose reposar durante
10 minutos para permitir que los espermatozoides se adapten y acostumbren
al dilutor; después se llevé a cabo la dilucion final agregando el semen pre-
diluido en el dilutor. Los frascos de semen diluido se dejaron durante 10
minutos a una temperatura de laboratorio de aproximadamente 20°C. en este
tiempo, se realiz6 una evaluacion preliminar adecuado y se empez6 con el

empajillado (25).

e Empajillado de semen

Se utilizé pajillas vacias de 0.5 ml, la cual se comenzé a llenar de semen
diluido en las pajillas, succionando el semen por el extremo que tiene el cordon
y se sell6 el extremo abierto de las pajillas con alcohol polivinilico. Para poder
identificar y diferencia el toro en el cual se hizo la recoleccién del semen, se
utilizaron pajillas de diferentes colores y con un marcador manual. Todo el

proceso se realiz6 en una camara fria a una temperatura de 4 a 5 °C (57).

3.4.4 Congelacion de semen

a) Congelacion convencional

Para empezar con la congelacion convencional es necesario contar con una
caja de poliestireno con una medida de 20 x 30 cm que contiene nitrdgeno
liquido; por otro lado, las pajillas fueron acomodadas en una canastilla
prefabricada y refrigeradas a 4 °C (47), durante 4 horas, en una nevera
domeéstica, luego las pajillas fueron transferidas para una caja de poliestireno
donde fueron acomodadas a 6 cm por encima de la superficie liquida durante
20 minutos. Finalmente, las pajillas fueron inmersas en nitrégeno liquido y
posteriormente almacenadas en un termo de nitrégeno liquido a una
temperatura de -196°C (15).

b) Congelacién automatizada
Para la congelacion Automatizada se utilizé un congelador Freeze control
Cryopreservation Systems CL8800i. El congelador requiere nitrogeno liquido

y a través del control de sensor se puede medir la temperatura; una vez
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realizada el empajillado se procedié a congelar las pajillas colocandolas de
uno en uno en la congeladora antes mencionada, durante 10 min. hasta que
llegue a una temperatura de -120° C. Finalmente, las pajillas fueron inmersas
en nitrogeno liquido y posteriormente almacenadas en un termo criogénico

que tiene nitrogeno liquido a una temperatura de -196°C (18).

3.4.5 Almacenamiento
Las pajillas de semen congelado fueron almacenadas en tanques criogénicos
con nitrogeno liquido a -196 °C en las instalaciones del Centro de Desarrollo

Ganadero — CEDEGA, en el laboratorio de biotecnologia reproductiva.

3.4.6 Descongelacién de las pajillas

Después de un periodo de congelacion de 30 minutos, se procedié con el
descongelado de las pajillas en bafio Maria a 37°C durante 30 segundos y
luego se procedid a secar con una toalla de papel, se realiz6 el corte en un

extremo de la pajilla para luego observar la muestra (58).

3.4.7 Andlisis del semen motilidad y viabilidad de post congelacion
Para el andlisis post congelacion, se evalué la motilidad y viabilidad
espermatica, el cual fue el mismo proceso antes mencionado en la evaluacion

del microscopico del semen.

3.5 Métodos de evaluacion Motilidad y Viabilidad espermaética.

3.5.1 Determinacion de la motilidad espermatica
La motilidad espermética fue evaluada mediante un examen microscépico,
llevado a cabo tras la finalizacion de la evaluacion macroscopica del semen.

Esta evaluacion microscopica comprendié los siguientes pasos:

e Motilidad masal

Para realizar la motilidad masal se coloc6 una gota de semen con una
micropipeta, para luego ponerlo sobre un portaobjeto para su evaluacion en
el microscopio con objetivo de 10x y con platina temperada a 32°C (37), se
clasific6 de forma subjetiva en una escala de 0 a 5, con una puntuacion de 5

cuando se observan oleadas o remolinos con movimientos rapidos y



28

vigorosos, y de 0 cuando no se observa movimiento en ondas; la evaluacion

se realizo antes del congelado (59).

e Motilidad individual

La motilidad individual se determin6 colocando una gota de semen en una
placa portaobjetos a temperatura de 37 °C y cubriéndolo con un cubreobjetos,
se observo bajo un microscopio con un aumento de 40X, a fin de medir el
porcentaje de espermatozoides que tuvieron un movimiento rectilineo y de
forma continua; el valor se expreso en porcentaje; siendo el tamafio minimo
aceptable de la muestra el 60% (60). La evaluacidén se realiz6 antes de la
congelacion y después de la descongelacién del semen.

La motilidad espermatica se evaludé subjetivamente tras diluir los
espermatozoides con un diluyente adecuado y descartar las muestras con una
viabilidad inferior al 60%. Los espermatozoides con una motilidad entre el 60%
y el 85% se consideraron de "buena” calidad y los espermatozoides con una

viabilidad superior al 85% se consideraron de "excelente" calidad (40).

3.5.2. Determinacién de la viabilidad espermatica

Para evaluar el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva, se
coloco una pequefia gota (~3 mm de diametro) de semen en un portaobjetos
precalentado y se puso un cubreobjetos tibio sobre este. Es fundamental que
la gota sea lo suficientemente pequefia como para garantizar que se pueda
observar una sola capa de esperma (35). El analisis se realiz6 antes del

proceso de congelacion y tras la descongelacion del semen.

La viabilidad espermética se determindé mediante la técnica de la tinciébn con
eosina 5%, nigrosina 10%, a fin de cuantificar la proporcion de
espermatozoides vivos y muertos se calculé mediante una técnica de tincion,
donde se utlizaron 3 gotas de eosina, 2 gotas de nigrosina en
aproximadamente 10 uL de semen y se homogenizaron lentamente mediante
tincion con los colorantes sobre el porta objeto identificado y secada a
temperatura del laboratorio (61). El porcentaje de espermatozoides vivos se

estimé mediante la siguiente formula:
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n
Evivos, % = N * 100

Evivos = ESpermatozoides vivos.
n = NUmero de espermatozoides vivos.

N = Numero total de espermatozoides.

3.5.3. Concentracion espermaética

Se utilizé la cdmara de Neubauer para determinar la concentracion de
espermatozoides; para ello, el semen se diluyé en una proporcién de 1:200,
ya que es la adecuada para el ganado bovino. La dilucion se realizé con NaCl
al 3%, es decir, se afiadieron 3980 pl de NaCl al 3%y 20 pl de semen completo
(62). Tras la dilucién y fijacion del semen, se coloc6 una gota de semen (10
ul) en la camara de recuento celular de Neubauer y se calcul6 la concentracion

de semen segun la siguiente férmula:
Concentracion espermatica (espermatozoides/mm3) = AxBx CxD
Donde:
A = NUumero de espermatozoides contados en 5 cuadrados,
B =5, estima el total de cuadrantes de la camara (n= 25 cuadros),
C =200, ya que la dilucién para el semen bovino es 1:200,
D = 10, representa la profundidad de la cAmara, la cual es 0,1 mm.

A continuacién, se multiplico por 1000 para saber la concentracion de
espermatozoides/mL (24).

3.6 Tratamiento de los datos

Los datos se expresaron en medidas de tendencia central y dispersion, tales
como promedio y desviacion estandar, respectivamente. La motilidad y la
viabilidad espermatica se evaluaron mediante el analisis de varianza de dos
vias, en disefio completamente al azar, experimento factorial 2 x 2, con dos

meétodos de criopreservacion (convencional y automatizado) y dos momentos
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de evaluacion (antes y después de la congelacion), con cinco repeticiones por

tratamiento, sujeta a una prueba de hipotesis de contraste bilateral:

Ho: La calidad de semen es similar entre métodos de criopreservacion y
momento de evaluacion.

Hi: La calidad de semen es diferente entre métodos de criopreservacion y
momento de evaluacion.

El andlisis de varianza estuvo sujeto al siguiente modelo aditivo lineal fijo, bajo
los supuestos de que los datos tienen una distribucién normal, con varianzas

homogéneas y observaciones independientes (63).
Vik = L + T+ By + (TB)yj + &ijic
coni=1,2,...,a;j=1,2,...,b
Donde:

Yiik . Variable respuesta.

u : Media general.

T; : Variacion entre métodos (convencional y automatizado).
B; : Variacion entre momentos (antes y después).

65 : Interaccion entre métodos y momentos.

gjx - Variacion entre observaciones.

Las medias se compararon mediante la prueba de rango multiple de Tukey (a
= 0.05); la normalidad, mediante la prueba de Shapiro-Wilk y las significancias

se calcularon con el programa VassarStats de acceso libre (64).



31

CAPITULO IV: RESULTADOS DEL TRABAJO DE
INVESTIGACION
4.1 Motilidad espermatica

En la Tabla 04, se observa los resultados de la motilidad espermatica

evaluada antes y después de la congelacion.

Tabla 04. Motilidad esperméatica de semen de toros Bos indicus mediante

congelacion convencional y automatizada.

Momento Método de congelacion (p-valor)
de _ _ Promedio
.| Convencional | Automatizado Mt Mm | Mt*Mm
evaluacion

Antes 75.2% +4.3% | 75.2%+4.3% | 75.2% +4.3%
Después | 53.6% +2.3% | 57.1% + 3.6% | 55.4% +3.4%

Promedio | 64.4% +11.4% | 66.1% + 9.9% 0.0212 | <.0001 | 0.0212

Mt: Método de congelacién;, Mm: Momento de evaluacion; Interaccién entre método y

Momento.

En promedio, antes de la congelacién, la motilidad progresiva espermatica fue
de 75.2% + 4.3%; después de la congelacion, la motilidad disminuy6 a 55.4%
+ 3.4%, con un descenso de 19.8%, siendo evidente la pérdida de la calidad
de semen por efecto de la congelacion. EI método de congelacion también
tuvo efecto en la calidad de semen, donde el método automatizado supero
solo en 2% al método de congelacion convencional; sin embargo, esa
pequefia diferencia fue significativa (p < 0.05), evidenciando una mejor
conservacion de la calidad del semen. Los efectos principales del modelo
indican que tanto el método de congelacién como el momento de evaluacion

tuvieron efecto (p < 0.05) sobre la motilidad del semen.
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Los efectos simples indican que el método automatizado (57.1% + 3.6%)
superé en 3.5% al método convencional (53.6% + 2.3%) en mantener la
motilidad espermatica después de la congelacion, evidenciando una mejor

proteccion de la calidad del semen.

Los efectos combinados del método de congelacion y el momento de
evaluacion indican que el descenso de la motilidad espermética desarrolla una
tendencia opuesta, con un descenso mayor del método convencional, con
relacion al método automatizado, evidenciando dependencia entre variables,

donde la calidad de semen varia entre métodos de criopreservacion.

Fig 01. Motilidad espermética de toros Bos indicus pre-congelacion y pos-

descongelacion.
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Segun la Figura 01, antes de la congelacion, tanto la congelacion
automatizada como la convencional mostraron una motilidad espermatica del
75.2%. Sin embargo, al descongelar, la motilidad espermatica fue del 57.1%
con la congelacion automatizada y del 53.6% con la congelacion
convencional. Esto sugiere que la congelacion automatizada conserva mejor
la motilidad espermatica después de la descongelacion en comparacion con

la convencional.
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En la motilidad espermética de semen recolectado de Toros, se encontrd un
valor promedio de 75.2 (%), cifra que coincide con lo evaluado por Acosta (24)
quien obtuvo motilidad espermatica de 76%; de igual forma Aquino (23)
encontré una motilidad individual promedio de 81%. Medina (18) encontrd
87% de motilidad espermética en toros San Martineros. Ribeiro et al. (15)
obtuvo una motilidad espermatica de 79.7 %. Mejia (5) encontr6é 77.34% de
motilidad en toros. Londofio (19) obtuvo 70% de motilidad individual. Damas
(25) obtuvo en su investigacion 86.5%, mientras que Torres (20) encontro
75.4% de motilidad espermética en su estudio, dichos valores son normales

recomendados por la Sociedad Internacional de Teriogenologia (65).

En el trabajo de investigacibn se logré obtener una motilidad de
espermatozoides pos-congelado de 57.12% utilizando el método de
congelacion automatizada y 53.6% con el método convencional, segun
Ribeiro (15) registro una motilidad de 44.4% y 37.6% con los métodos
automatizado y convencional, por otro lado, Damas (25) obtuvo 65.04% de
motilidad de post congelacion con el método convencional, Medina (18) con
un 43.1% con el método automatico y Aquino (23) con un 60.0 % con el

método convencional.

4.2 Viabilidad espermaética

En la Tabla 05 resume los resultados de la viabilidad espermatica del semen
antes y después de la congelacion, para ambos métodos. Los efectos
principales del andlisis de los datos indican que la congelaciéon disminuye
significativamente (p < 0.05) la viabilidad espermatica, desde un nivel alto
(81.3% + 3.6 %) hasta un nivel bajo (58.5% + 2.8 %), con un descenso de
22.8% por efecto de la congelaciéon. En forma similar, la congelacién
automatizada (70.7% + 11.1%) conserva mejor (p < 0.05) la viabilidad

espermatica que la congelacion convencional (69.1% + 12.7%).
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Tabla 05. Viabilidad espermética de semen de toros Bos indicus preservados

mediante congelacion convencional y automatizada.

Momento de Método de congelacién (p-valor)
Promedio
evaluacion | Convencional | Automatizada Mét. Mom. | Mét*Mom
Antes 81.3% +3.7% 81.3% +3.7% | 81.3%=* 3.6%
Después 56.9% + 2.4% 60.2% + 2.2% | 58.5%+ 2.8%
Promedio 69.1% +12.7% | 70.7% + 11.1% 0.0098 | <.0001 0.0098

Los efectos

simples del analisis de los datos indican que la viabilidad

espermatica habiendo sido alta (81.3% + 3.7%) antes de la congelacion; es

decir, el mismo valor para ambos métodos, fue significativamente diferente (p

< 0.05) entre la congelacion automatizada y convencional, con una mejor

viabilidad con el método automatizado (60.2% + 2.2%) que con el método

convencional (56.9 %+ 2.4%), con una brecha de 3.3% (Figura 02).

Fig 02. Viabilidad espermatica de toros Bos indicus pre-congelacién y pos-

descongelacion.
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La interaccion entre el método de congelacion y el momento de evaluacion

fue significativa (p < 0.05), evidenciando que la viabilidad espermatica

depende del método de congelacién y el momento de evaluacion; es decir, la

viabilidad, habiendo sido la misma en el semen fresco antes de la congelacion
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(81.3%), disminuyé en forma diferente después de la congelacion, una a
56.9% vy la otra a 60.2%, con pendientes divergentes no paralelas y una
brecha de 3.3%.

Los datos consignados en la figura evidencian que la viabilidad espermatica
disminuye (p < 0.05) en ambos métodos de congelacion, con una pérdida del
22.8% después de la criopreservacion; sin embargo, la pérdida fue mucho
mas acentuada con el método de congelacion convencional que con el

automatizado, evidenciando la interaccidon entre ambos factores.

Los resultados son concordantes con lo reportado por Castro (38) quien indica
que el proceso de criopreservacion genera alteraciones estructurales en los
espermatozoides, lo que conlleva a una reduccion significativa en la motilidad,
viabilidad espermatica y capacidad fecundante, afectando negativamente el

potencial reproductivo.

La viabilidad espermatica promedio del semen recolectado del presente
estudio de investigacion fue de 81.3 %, segun Ribeiro, et al., (15) reportaron
una viabilidad promedio de 80.1%, mientras que Cabrera y Pantoja (21) el
resultado de su investigacion obtuvieron una viabilidad promedio de 83.8%,
por otra parte Murtina et al., (22) reportaron una viabilidad promedio de
78.94%. Medina (18) obtuvo en su trabajo de investigacién una viabilidad de
90% en toros y Damas (25) reporté en su trabajo de investigacion una
viabilidad individual de 84.5%.

En la investigacion realizada la viabilidad espermatica pos- congelacién con
el método automatizado fue de 60.16% y el método convencional 56.92%.
Segun Ribeiro (15) reportd un 65.7% con el método convencional y un 61.7%
método automatizado. Medina (18) obtuvo en su trabajo de investigacion una
viabilidad de 40% en toros por el método automatizado, por otro lado, Damas
(25) reportd 63.47% de viabilidad espermatica de post congelacion con el
método convencional. En ambos casos los resultados hallados se encuentran

dentro de los valores aceptables.

Los procesos que suceden durante la criopreservacion del semen, en donde

aproximadamente 10 a 50% de los espermatozoides de un eyaculado no
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resisten a este proceso y mueren (66), lo que provoca una reduccion de la

viabilidad y motilidad espermatica en la pos-descongelacion.

La viabilidad espermatica, después de la motilidad, es el factor mas importante
para la fertilidad potencial del macho, debido a que solo los espermatozoides

vivos pueden garantizar el éxito de la reproduccién (67).
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CONCLUSIONES

La motilidad espermatica del semen de toros Bos indicus disminuye con la
congelacion, siendo mayor la disminucion con la congelacién convencional

gue con la automatizada.

La viabilidad espermética del semen de toros Bos indicus disminuye con la
congelacion, siendo mayor la disminucién con la congelacién convencional

gue con la automatizada.
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SUGERENCIAS

Implementar el uso del método automatizado para la congelacion de semen
bovino, debido a su mayor eficacia en la preservacion de la motilidad y
viabilidad espermatica en toros Bos indicus, aspecto clave en programas de
reproduccion asistida.

Durante la recoleccion de semen con electroeyaculador, es fundamental
aplicar los estimulos eléctricos de forma lenta, progresiva y controlada,
preservando tanto el bienestar del animal como la calidad del semen.

Evitar situaciones de estrés durante la recoleccién de semen en toros Bos
indicus, debido a su caracter temperamental y naturaleza nerviosa. El estrés
puede comprometer significativamente la calidad seminal, disminuyendo la
motilidad y viabilidad espermatica, lo que afecta directamente la eficacia de

los programas de reproduccion asistida.
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Anexo 01. Matriz de operacionalizacion de las variables

DEFINICION
CONCEPTUAL

DEFINICIONES
OPERACIONALES

DIMENSIONES

INDICADORES

ITEMS

VARIABLE INDEPENDIENTE
Método de congelacion
Congelacién convencional

Método manual de congelacion de
espermatozoides que emplea vapor de
nitrégeno liquido. Se caracteriza por ser
accesible y de bajo costo.

Congelacién automatizada

Método de congelacion de
espermatozoides donde se utiliza un
equipo de congelacion, con un protocolo
estandar establecido.

Las pajillas fueron refrigeradas a
4 °C durante 4 horas, luego
colocadas a 6 cm sobre nitrogeno
liquido por 20 minutos en una caja
de poliestireno y, finalmente,
sumergidas en nitrégeno liquido
para su conservacion.

Las pajillas fueron congeladas en
un equipo automatizado siguiendo
un protocolo estandar para semen
bovino, que consisti6 en un
enfriamiento a -0,25 °C/min hasta
5°C por 180 minutos, luego a -
5 °C/min hasta -120 °C, y
finalmente fueron sumergidas en
nitrégeno liquido.

Método de
congelacion
espermatica

Momento de evaluacion

Pre-congelacion.

Etapa inicial del proceso de
criopreservacion, donde el semen es
evaluado, tratado con crioprotectores y
enfriado progresivamente para preservar su
motilidad y viabilidad ante el
almacenamiento en nitroégeno liquido.

Pos-descongelacion

Fase posterior a la descongelacion en la que
se evalUan parametros de calidad
espermatica, como la motilidad y

viabilidad, con el propésito de verificar su

estado y aptitud funcional para su uso en
técnicas de reproduccion asistida.

El semen fue evaluado antes de su
congelaciéon mediante analisis de
motilidad masal y progresiva y
viabilidad, tras la dilucion con el
medio crioprotector y la
estabilizacion a 4 °C.

Luego descongelar las pajillas en
un bafio maria a 37 °C durante 30
segundos, el semen fue analizado
microscépicamente para evaluar la
motilidad y la viabilidad
espermatica mediante tincion
eosina y nigrosina.

Semen fresco y
descongelado.

VARIABLE DEPENDIENTE
Motilidad y viabilidad espermatica

Son parametros fundamentales que reflejan la
capacidad de los espermatozoides para
desplazarse de manera eficiente y mantenerse
funcionales, siendo ambos factores
determinantes para lograr una fertilizacion
exitosa.

Motilidad espermética: Se evalud
mediante observacion
microscépica de la motilidad en
masa, calificando el movimiento
en una escala de 0 a 5 segin la
formacion de “olas”.

Viabilidad espermatica: Se
determiné mediante tincion
eosina-nigrosina, diferenciando
espermatozoides vivos (no
tefiidos) y muertos (tefiidos)
mediante observacion
microscopica tras la preparacion
de un frotis.

Motilidad y
Viabilidad
espermatica.

Porcentaje (%) de
espermatozoides.




Anexo 02. Matriz de consistencia

NOMBRE DEL TESISTA: NANCY DELIA HUAMAN HUANQQUE

TITULO: Comparacién de la motilidad y viabilidad espermatica de toros Bos indicus utilizando dos métodos de congelacién en Madre de Dios

PROBLEMA

OBJETIVO

HIPOTESIS

VARIABLES/INDICAD
ORES

METODOLOGIA

Problema general

; Cudl es la comparacion de la motilidad
y viabilidad espermatica de toros Bos
indicus utilizando los métodos de
congelacion convencional y

automatizado en Madre de Dios?

Problemas especificos
; Cudl es la motilidad espermatica segln
método de congelacion convencional y

automatizado?

¢ Cudl es la viabilidad espermatica segln
método de congelacion convencional y

automatizado?

Objetivo general

Comparar la motilidad vy
viabilidad espermética de toros
Bos indicus utilizando dos
métodos

Madre de Dios.

de congelacion en

Objetivos especificos

Determinar la motilidad
espermatica segiin método de
congelacién convencional vy

automatizado.

viabilidad

espermatica segin método de

Determinar la

congelacion  convencional 'y

automatizado.

El método de congelacién
convencional y automatizado
tiene efecto perjudicial sobre

la motilidad y viabilidad
espermatica en toros Bos

indicus de Madre de Dios.

Variables
independientes

Método de congelacién:
convencional y
automatizado.

Variables dependientes

Motilidad espermatica.

Viabilidad espermatica

Enfoque: Cuantitativo
Disefio:
Cuasi-experimental.
Tipo:

Comparativo.

Métodos:

comparacion de la motilidad.

Comparacion de la viabilidad.

Dilucion del semen.

Empajillado del semen.

Congelacidn del semen.

Almacenamiento

Descongelacion de las pajillas

Anélisis del semen post congelacion.

Analisis estadisticos.

Anédlisis de varianza de dos vias en disefio completamente
al azar 2x2: método de coleccion (convencional y
automatizado), momento de evaluacion (antes de la
congelacion y después de la descongelacion)

Técnicas instrumentales de muestreo:

Motilidad.

Viabilidad.

Microscopio (cdmara de Neubauer)

Tincién (eosina-nigrosina)

De recoleccion de datos:

Registro de datos en cuaderno de campo.

Registro de datos de laboratorio.

De anélisis:

Rango mdaltiple de Tukey (o = 0.05); prueba de Shapiro-
Wilk; programa Vassar Stats de acceso libre.

Poblacion: Toros con aptitud reproductiva

Muestra: 5 toros seleccionados (criterios de inclusién y
exclusién).




Anexo 03. Tablas de recopilacion de datos y toma de informacion del

proyecto de investigacion.

Tabla 06. Cantidad de animales toros Bos indicus en el Centro de Desarrollo

Ganadero — CEDEGA.

NUMERO ENFERMEDADES
DE Y PATOLOGIA

ANIMAL | EPAD cc REPRODUCTIVAS OBSERVACIONES

(TORO) (S1) 0 (NO)
TORO 01 3 35 NO NINGUNA
TORO 02 4 6 NO NINGUNA
TORO 03 3 6 NO NINGUNA
TORO 04 25 4 NO NINGUNA
TORO 05 4 6 SI ORQUITIS
TORO 06 3 5 SI HIPOPLASIA TESTICULAR
TORO 07 2 5 NO CASTRADO
TORO 08 2 6 NO CASTRADO
TORO 09 2 5 NO CASTRADO
TORO 10 2 45 NO NINGUNA
TORO 11 4 35 NO NINGUNA
TORO 12 2 4.5 NO NINGUNA
TORO 13 3 55 NO NINGUNA
TORO 14 6 4.5 NO NINGUNA
TORO 15 3 55 NO ANGUS
TORO 16 4 6 NO NINGUNA
TORO 17 4 4 SI PAPILOMATOSIS
TORO 18 3 7 NO NINGUNA
TORO 19 3 55 NO NINGUNA
TORO 20 3 4 NO CRUZADO
TORO 21 2 6 NO CASTRADO
TORO 22 1 5 NO CASTRADO
TORO 23 2 6 NO CASTRADO
TORO 24 1 5 NO CASTRADO
TORO 25 2 5 NO CASTRADO
TORO 26 3 7 NO CASTRADO
TORO 27 4 55 NO NINGUNA
TORO 28 1 6 NO CASTRADO
TORO 29 2 6 NO CASTRADO
TORO 30 3 6.5 NO CASTRADO
TORO 31 4 55 NO CASTRADO
TORO 32 6 6 NO CASTRADO
TORO 33 1 5 NO CASTRADO/PAPILOMATOSIS
TORO 34 2 55 NO CASTRADO
TORO 35 2 6 NO CASTRADO
TORO 36 2 5 NO CASTRADO
TORO 37 1 6 NO CASTRADO




TORO 38 3 7 NO CASTRADO
TORO 39 4 6 NO NINGUNA
TORO 40 2 5 NO CASTRADO
TORO 41 2 5.5 NO CASTRADO
TORO 42 1 5 NO CASTRADO
TORO 43 4 6 NO CASTRADO
TORO 44 2 5 NO CASTRADO
TORO 45 2 5 NO CASTRADO
TORO 46 3 6 NO CASTRADO
TORO 47 2 5.5 NO CASTRADO
TORO 48 4 6 NO CASTRADO
TORO 49 2 5 NO CASTRADO
TORO 50 3 6.5 NO CASTRADO
TORO 51 4 5 NO NINGUNA
TORO 52 1 5 NO CASTRADO
TORO 53 1 4 NO CASTRADO
TORO 54 2 5.5 NO CASTRADO
TORO 55 1 6 NO CASTRADO
TORO 56 1 5 NO CASTRADO

Fuente: Elaboracién Propia.
CC: Condicién corporal.

Tabla 07. Seleccién de toros para la recoleccion de semen y la evaluaciéon

respectiva
ENFERMEDADES
\° ANIMAL EDAD e Y PATOLOGIA | CIRCUNFERENCIA
(Toro) REPRODUCTIVAS ESCROTAL
(SI) 0 (NO)

1 | TOROO02 | 4 6 NO 38

2 | TORO13 | 3 5.5 NO 36.3

3 | TORO27 | 4 5.5 NO 37.4

4 | TORO39 | 4 6 NO 38.3

5 | TORO51 | 4 5 NO 37.2

Fuente: Elaboracion Propia.

CC: Condicién corporal.




Tabla 08. Volumen eyaculado de semen recolectados de toros (ml) por semana.

| ANIMAL SEMANA
N Toro)
( I I Il v V
1 TORO 02 6.5 6.8 5.9 6.6 7.1
2 TORO 13 5.6 59 6.6 6.1 6.8
3 TORO 27 7.8 6.7 7.3 7.6 7.6
4 TORO 39 7.3 6.9 6.5 7.1 7.4
5 TORO 51 5.8 6.1 5.7 6.5 6.2
Fuente: Elaboracion Propia.
| = Primera semana; |l = Segunda semana; 11 = Tercera semana; IV = Cuarta semana; V = Quinta semana.

Tabla 09. Evaluacion del color del semen recolectados de los toros semanalmente

SEMANA
. ANIMAL

N (Toro)

I I i v \%
1 TORO 02 BC BC BC BC BC
2 TORO 13 BC BA BC BC BA
3 TORO 27 BC BC BC BA BC
4 TORO 39 BC BC BC BC BC
5 TORO 51 BC BC BC BC BC

Fuente: Elaboraci6n Propia.
BC: Blanco cremoso. BA: Blanco acuso.
| = Primera semana; Il = Segunda semana; Il = Tercera semana; IV = Cuarta semana; V = Quinta semana.



Tabla 10. Evaluacién del pH del semen recolectados de toros semanalmente.

SEMANAS

N° | ANIMAL

(Toro) | I 1T W V
1 | TOROO02 6.5 6.6 6.2 6.4 6.6
2 | TORO13 6.3 6.2 6.5 6.3 6.2
3 | TORO?27 6.7 6.8 6.4 6.5 6.4
4 | TORO 39 6.4 6.3 6.7 6.8 6.3
5 | TOROS51 6.5 6.4 6.3 6.6 6.5

Fuente: Elaboracion Propia.
| = Primera semana; |l = Segunda semana; 11 = Tercera semana; IV = Cuarta semana; V = Quinta semana.
Normal = 6.2 y 6.8 pH de semen.

Tabla 11. Motilidad masal de semen (valor descriptivo) recolectados de toros.

ANIMAL SEMANAS
N° (Toro)
I 1 Il v Vv
1 TORO 02 4 4 3 3 4
2 TORO 13 3 3 3.5 3 3
3 TORO 27 3 4 3 4 4
4 TORO 39 4 3.5 4 3 3
5 TORO 51 3 4 5 4 2.5
Fuente: Elaboracion Propia.
| = Primera semana; Il = Segunda semana; |1l = Tercera semana; IV = Cuarta semana; V = Quinta semana.

0 = Sin movimiento; 1 = leve movimiento de cola sin desplazamiento; 2 = leve movimiento de cola con algo de movimiento; 3 =
Movimiento progresivo a velocidad lenta; 4 = Movimiento progresivo rapido; 5 = Movimiento progresivo rapido donde es dificil
de seguir la célula determinada.



Tabla 12. Motilidad individual espermética del semen (%) recolectados de toros

semanalmente.

ANIMAL SEMANAS
N° (Toro)
I I Il v Vv
1 TORO 02 78 72 82 77 81
2 TORO 13 68 68 71 72 69
3 TORO 27 75 79 75 71 74
4 TORO 39 79 81 82 76 78
5 TORO 51 79 71 74 73 74
Fuente: Elaboracién Propia.
| = Primera semana; Il = Segunda semana; 1l = Tercera semana; IV = Cuarta semana; V = Quinta semana.

80 — 100 % = Muy buena: espermatozoides presentan movilidad.
60 - 79 % = Buena: espermatozoides presentan movilidad.

40 - 59 % = Regular: espermatozoides presentan movilidad.

< del 40 % = Pobre: de espermatozoides presentan movilidad.

Tabla 13. Viabilidad espermética del semen (%) recolectados de toros

semanalmente.

ANIMAL SEMANAS

N°® (Toro)

| I Il v Vv
1 TORO 02 82 78 7 81 88
2 TORO 13 79 78 81 73 75
3 TORO 27 77 81 84 78 81
4 TORO 39 84 83 84 86 86
5 TORO 51 83 82 85 84 83

Fuente: Elaboraci6n Propia.
| = Primera semana; |l = Segunda semana; |11 = Tercera semana; IV = Cuarta semana; V = Quinta semana.



Tabla 14. Concentracion espermatica del semen (%) recolectados de toros

semanalmente.

ANIMAL SEMANAS
N°® (Toro)
I Il Il v V
1 TORO 02 1410 1050 1350 1290 1560
2 TORO 13 1210 990 1010 1390 930
3 TORO 27 1380 1210 1460 1120 1510
4 TORO 39 1470 1510 1180 1580 1490
5 TORO 51 1130 980 1310 1180 1410
Fuente: Elaboracién Propia.
| = Primera semana; Il = Segunda semana; 1l = Tercera semana; IV = Cuarta semana; V = Quinta semana.

Tabla 15. Viabilidad espermatica del semen pos- congelacion (%), que fueron

congelados de forma mecanica.

SEMANA

Ne | ANIMAL
(Toro) | T 1 IV v
1 | TORO02 63 60 64 62 59
2 | TORO 13 58 59 57 59 60
3 | TOrRO27 60 59 58 62 59
4 | TORO 39 64 59 63 64 59
5 | TOROS51 58 62 57 59 60

Fuente: Elaboracién Propia.
| = Primera semana; Il = Segunda semana; 11 = Tercera semana; IV = Cuarta semana; V = Quinta semana.



Tabla 16. Viabilidad espermatica del semen pos congelacion (%), que fueron

congelados de forma convencional.

SEMANA
N° | ANIMAL
(Toro) [ T Il v Vv
1 TORO 02 57 56 54 62 60
2 TORO 13 55 54 53 56 55
3 TORO 27 59 57 56 54 56
4 TORO 39 57 59 61 60 57
5 TORO 51 58 57 60 54 56
Fuente: Elaboracion Propia.
| = Primera semana; Il = Segunda semana; 1l = Tercera semana; IV = Cuarta semana; V = Quinta semana.

Tabla 17. Motilidad individual espermatica (%) del semen de toros pos-

congelacioén, que fueron congelados de forma mecénica.

. ANIMAL SEMANAS

N (Toro)

I I Il v \V
1 TORO 02 59 56 60 58 61
2 TORO 13 52 51 53 57 55
3 TORO 27 55 60 57 54 55
4 TORO 39 61 64 62 59 63
5 TORO 51 59 53 54 54 56

Fuente: Elaboracion Propia.
| = Primera semana; Il = Segunda semana; |1l = Tercera semana; IV = Cuarta semana; V = Quinta semana.



Tabla 18. Motilidad individual espermética (%) del semen de toros pos-

congelacioén, que fueron congelados de forma convencional.

ANIMAL SEMANA

N° (Toro)

| | 1 AV V
1 TORO 02 55 56 54 55 51
2 TORO 13 50 55 51 51 52
3 TORO 27 55 51 53 55 57
4 TORO 39 55 57 56 51 55
5 TORO 51 51 52 54 57 52

Fuente: Elaboracién Propia.
| = Primera semana; Il = Segunda semana; 11l = Tercera semana; IV = Cuarta semana; V = Quinta semana.



Anexo 04. Panel Fotografico de la ejecucion del trabajo de investigacion.

Fig. 03. Centro de Desarrollo Ganadero — CEDEGA, lugar donde se realizé la

ejecucion del trabajo de investigacion.




Fig. 05. Seleccion y evaluacion de toros reproductores Bos indicus.

Fig. 06. Evaluacion de la condicién corporal y peso de los animales (toros).




Fig. 07. Medida de la Circunferencia escrotal y limpieza del prepucio de los toros Bos

indicus seleccionados antes de la recolecciéon de semen.

Fig. 08. Materiales y equipos para la recoleccion de semen.




Fig. 09. Uso del electroeyaculador para la obtencion de semen en toros Bos indicus.

Fig. 10. Recoleccidon de semen a través de un colector comercial.




Fig. 11. Materiales y equipos del laboratorio de biotecnologia Reproductiva
CEDEGA.

Fig. 12. Uso del dilutor comercial Andromed para la dilucion del semen de toros Bos

indicus.




Fig. 13. Evaluacion de la motilidad y viabilidad espermatica en toros Bos indicus

antes de la congelacion.




Fig. 15. Proceso de congelacion de semen con el

método convencional y automatizado.

Fig. 16. Almacenamiento de pajillas en el tanque criogénico para su mantenimiento

y conservacion.




Fig. 17. Proceso de descongelacion de semen de toros Bos indicus.

Fig. 18. Evaluacion de la viabilidad y motilidad espermatica pos-congelacion.




Fig. 19. Laboratorio de Biotecnologia reproductiva donde se realiz6 la evaluacién del

semen juntamente con los asesores, personal encargado y de apoyo




