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1. Titulo

Evaluacion de la motilidad y viabilidad del semen bovino a distintas temperaturas de
descongelacion y a diferentes intervalos de tiempo post- descongelacion.



2. Resumen

El uso de semen crio preservado, es una herramienta clave para el éxito en las
biotecnologias reproductivas, debido a la capacidad para conservar la funcionalidad
espermatica durante largos periodos, demostrando ser efectivos para mitigar los efectos
adversos de la crio preservacion mejorando la supervivencia espermatica post-descongelacion.
Este estudio tuvo como objetivo evaluar semen bovino descongelado a diferentes temperaturas
y su viabilidad en el tiempo post descongelado. Se utilizaron 18 pajuelas de la casa comercial
GENEX, el semen que se analizo pertenece al toro NICODEMUS — ET de la raza Holstein. Se
extrajo la pajuela y se evaluaron en bafio maria a 38°C y 40°C y se mantuvieron por 30, 60 y
90 minutos; luego fueron evaluados en un portaobjetos sobre la platina térmica en el equipo
Androscope, se tomaron 5 capas de cada muestra y el programa CASA arrojo un informe de
cada pajuela. Al ser evaluado la motilidad individual y la motilidad minima del 30% a dos
temperaturas de 38° y 40°, en escalas de 30, 60 y 90 minutos cada pajuela, no hubo diferencia
estadistica, por lo que la post descongelacion en las dos temperaturas aparentemente no influye
en la calidad del semen. Ademas, al evaluar temperatura, tiempo minimo y motilidad total, no
hubo diferencia estadistica, sin embargo, con temperatura de 38° C y mayor tiempo (90
minutos) la motilidad es mayor, por el contrario, a temperaturas de 38° C y tiempo medio (60
minutos) la motilidad se reduce a la mitad. La motilidad y viabilidad del semen post
descongelacion no se ve afectada a temperaturas de 38°C y 40°C, por lo que la calidad del

mismo se mantiene intacta en el tiempo.

Palabras clave: motilidad, supervivencia espermatica, crio preservacion, calidad seminal.



Abstract

Cryopreserved semen is a key tool for success in reproductive biotechnologies, due to its ability
to preserve sperm functionality for long periods, proving to be effective in mitigating the
adverse effects of cryopreservation by improving post-thawing sperm survival. This study
aimed to evaluate bovine semen thawed at different temperatures and its viability in the post-
thawing time. 18 straws from the GENEX commercial company were used, the semen that was
analyzed belongs to the NICODEMUS — ET bull of the Holstein breed. The straw was removed
and evaluated in a water bath at 38°C and 40°C and kept for 30, 60, and 90 minutes; then they
were evaluated on a slide on the thermal plate in the Androscope equipment, 5 layers of each
sample were taken and the CASA program provided a report for each straw. When individual
motility and minimum motility of 30% were evaluated at two temperatures of 38° and 40°, in
scales of 30, 60, and 90 minutes for each straw, there was no statistical difference, so post-
thawing at the two temperatures does not influence semen quality. In addition, when evaluating
temperature, minimum time, and total motility, there was no statistical difference, however,
with a temperature of 38° C and a longer time (90 minutes) the motility is greater, on the
contrary, at temperatures of 38° C and a medium time (60 minutes) the motility is reduced by
half. The motility and viability of semen post-thawing are not affected at temperatures of 38°C

and 40°C, so the quality of the semen remains intact over time.

Keywords: motility, sperm survival, cryopreservation, semen quality.



3. Introduccién

La inseminacion artificial ha sido un pilar en el mejoramiento genético del ganado bovino,
lo que permite la distribucion masiva de material genético de alto valor, mejorando la eficiencia

reproductiva de los rebafios ganaderos (Cabrera & Pantoja, 2012; Muifio et al., 2020).

Entre las técnicas mas utilizadas, el uso de semen criopreservado se ha convertido en un
estandar debido a su capacidad para conservar la funcionalidad espermatica durante largos
periodos, demostrando ser efectivos para mitigar los efectos adversos de la criopreservacion
mejorando la supervivencia espermatica post-descongelacion (Jiménez & Vargas, 2022). Sin
embargo, el proceso de criopreservacion introduce desafios, como la generacion de estrés
térmico durante la descongelacién, que puede afectar la viabilidad y calidad espermatica
(Rodriguez-Martinez et al., 2021; Hidalgo et al., 2020). Asimismo, el desarrollo de analisis
protedmicos ha permitido identificar proteinas especificas involucradas en la resistencia al
estrés térmico, proporcionando nuevas perspectivas para optimizar las técnicas de
criopreservacion (Santos et al., 2023). Esto no solo mejora la calidad del semen post-
descongelacion, sino que también abre nuevas oportunidades para la personalizacion de los

protocolos segln las necesidades especificas de cada sistema de produccion.

Los estudios recientes han demostrado que las temperaturas de descongelacion desempefian
un papel crucial en la preservacion de las caracteristicas funcionales del semen. Donde destacan
la importancia de identificar las condiciones ideales para la descongelacion del semen en
funcién de pardmetros como la raza, la edad del toro y los métodos de conservacion (Fernandez,
Lopez-Pérez, Torres, 2023; Martinez-Bernal et al., 2021). Temperaturas demasiado altas
pueden generar dafios en la membrana plasmatica, mientras que temperaturas bajas pueden
ralentizar los procesos metabdlicos necesarios para la motilidad progresiva (Martinez et al.,
2020; Muifio et al., 2019). Asimismo, el tiempo transcurrido post-descongelacion se ha
identificado como un factor determinante en la viabilidad de los espermatozoides, dado que su
exposicion prolongada a condiciones subdptimas puede comprometer significativamente su

capacidad de fertilizacion (Hidalgo et al., 2020).

Para garantizar el éxito de la inseminacién artificial, es fundamental evaluar no solo la
motilidad y morfologia espermatica, sino también otros parametros avanzados, como la
integridad de la membrana plasmaética y la funcionalidad mitocondrial, que son indicadores

clave de la calidad post-descongelacion (Rodriguez-Martinez et al., 2021; Cabrera & Pantoja,
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2012). Las tecnologias actuales, como el uso de fluorocromos y sistemas computarizados de
evaluacion seminal, han permitido mejorar la precision de estas mediciones, ofreciendo una
vision integral del estado del semen descongelado (Gomez-Cuetara, 2021; Martinez et al.,
2020).

En este contexto, la presente investigacion se planted la hipotesis; el material seminal
bovino criocongelado mantiene una motilidad individual del 30% después de 90" de
descongelado a 38°C y 40°C, manteniendo dichas temperaturas en un termo de descongelado.
Comparando la motilidad en tiempos de 30"" y 60 ** minutos. EIl objetivo general es evaluar
semen bovino descongelado a diferentes temperaturas y su viabilidad en el tiempo post
descongelado, mientras que los objetivos especificos incluyen; (i) evaluar la motilidad
individual seminal post descongelado a temperaturas de 38°C y 40°C, (ii) determinar la
motilidad minima del 30% de semen bovino y su viabilidad en el tiempo (midiendo a 30, 60 y
90 minutos), y (iii) comparar la motilidad individual post descongelado en el tiempo. Los
hallazgos esperados podrian contribuir al desarrollo de protocolos estandarizados que
optimicen el uso de semen criopreservado, promoviendo practicas mas eficientes en la

reproduccion bovina y asegurando la sostenibilidad de la industria ganadera.



4. Marco Tebrico

4.1. Generalidades

La reproduccidn bovina es un aspecto esencial en la produccidn ganadera, ya que de ella
depende la eficiencia en la obtencion de productos como carne y leche. Este proceso puede
realizarse de forma natural o mediante técnicas de reproduccién asistida, como la
inseminacion artificial, que ha cobrado relevancia en las Gltimas décadas debido a sus

beneficios para mejorar la genética y la productividad del hato (Toribio, 2013).

La inseminacion artificial es una herramienta crucial en la mejora de la genética del
ganado bovino. Este procedimiento depende significativamente de la calidad del semen
utilizado, el cual esta influido por factores como el proceso de congelacion-descongelacion,

las condiciones de almacenamiento y el manejo posterior.

En este contexto, la calidad del semen utilizado es un factor determinante para el éxito
de los programas de reproduccion asistida, siendo una herramienta crucial en la mejora de
la genética del ganado bovino. Este procedimiento depende significativamente de la
calidad del semen utilizado, la viabilidad, motilidad y concentracion espermatica son
parametros cruciales para evaluar su capacidad fertilizante, los cuales pueden verse
afectados por diversos factores como el proceso de congelacion-descongelacion, las

condiciones de almacenamiento y el manejo posterior. (Saieh, Alvarez, & Bernal, 2024).

4.2. Reproduccion Bovina

Es un proceso biologico fundamental en la produccién ganadera, que involucra el
apareamiento y la gestacion de vacas para producir terneros, este proceso puede ocurrir de
manera natural o0 mediante técnicas asistidas, como la inseminacion artificial (Toribio,
2013). La reproduccién eficiente es crucial para la productividad y rentabilidad de las

explotaciones ganaderas, ya que afecta la produccion de leche y carne.

Para optimizar la reproduccion, se utilizan practicas de manejo, como la seleccion
genética, el control del ciclo estral y la mejora de la nutricion, la reproduccién bovina
también enfrenta desafios como enfermedades reproductivas y problemas de fertilidad, que

requieren una gestion cuidadosa (Saieh, Alvarez, & Bernal, 2024).



4.3. Impacto de la Reproduccién Eficiente en la Produccion de Carne y Leche.
La produccion eficiente de carne y leche aumenta la productividad al optimizar recursos
y reducir costos, lo que beneficia a consumidores con precios competitivos, promueve la
sostenibilidad al disminuir el impacto ambiental y mejorar el bienestar animal (van der
Hoek et al., 2021).

La calidad del producto también se eleva, garantizando mayor seguridad alimentaria,
econdémicamente, genera empleo y estabilidad en el mercado, la adopcion de tecnologias

avanzadas impulsa la innovacion en el sector (FAO et al.,2023).

4.4. Semen Bovino
4.4.1. Biologia del Semen Bovino

El semen bovino esta compuesto por espermatozoides suspendidos en un fluido seminal
que proporciona nutrientes y proteccion. Los espermatozoides son células altamente
especializadas cuya funcionalidad depende de su integridad estructural y metabolica.
Factores como la motilidad, la viabilidad y la capacidad para fertilizar un 6vulo se ven

afectados por el manejo térmico durante y despues de la descongelacion (Watson, 2000).

4.4.2. Composicion Espermatica Bovina

El semen esta compuesto por espermatozoides, pero también se constituye con un 75%
de agua, junto con iones organicos e inorganicos. Contiene minerales como sodio (Na+) y
potasio (K+), y en menores cantidades, zinc (Zn++) que actia como antimicrobiano, asi
como calcio (Ca++), cobre (Cu++), y hierro (Fe++), incluye compuestos como fructosa,
sorbitol, &cido citrico, acido ascorbico, péptidos, proteinas, lipidos, acidos grasos,
aminoacidos, inmunoglobulinas como IgA, hormonas, y diversas enzimas (Zini,
Lamirande, & Gagnon, 1993).

4.4.3. Caracteristicas

Las caracteristicas seminales representan parametros clave para evaluar la calidad y el
potencial reproductivo del material seminal bovino. Estos atributos, que incluyen aspectos
fisicos y funcionales, son fundamentales para garantizar la eficacia de los programas de
inseminacion artificial. A continuacion, se detallan las caracteristicas seminales més

relevantes en la Tabla 1, junto con su importancia respectiva.



Tabla 1.

Caracteristicas espermaticas bovinas

Caracteristica Importancia

Color y consistencia El semen bovino es tipicamente blanco o ligeramente amarillento,

€ON una consistencia viscosa.

Volumen El volumen promedio por eyaculado varia, generalmente entre 3y
8 mililitros.
Concentracion La concentracion de espermatozoides en el eyaculado puede

variar de 800 millones a 1.2 mil millones de espermatozoides por
mililitro, dependiendo del toro y de factores como la alimentacion

y el manejo.

Nota. (Diaz, 2012)

4.4.4. Parametro de Calidad d.el Semen

La calidad del semen bovino se determina a partir de pardmetros que reflejan su
capacidad para lograr una fertilizacion exitosa. Estos indicadores, como la motilidad,
morfologia, viabilidad, concentracion e integridad de la membrana, son esenciales para
evaluar el potencial reproductivo del semen y disefiar estrategias eficaces en programas de
inseminacién artificial. La Tabla 2 detalla cada uno de estos parametros junto con su

importancia en la evaluacion seminal.

Tabla 2.

Parametros de calidad

Parametro Indicador

Motilidad La motilidad es un indicador critico de la

viabilidad del semen y su capacidad para

Capacidad de los espermatozoides para fertilizar un 6vulo. Se mide en porcentaje de

moverse activamente y de manera espermatozoides méviles en una muestra.

progresiva.

Morfologia Los espermatozoides con morfologia anormal

pueden tener menor capacidad para fertilizar.

Evaluacion de la estructuray formade los | , o\ a1uacién morfoldgica identifica defectos

espermatozoides.



Viabilidad

Proporcion de espermatozoides vivos en la

muestra.

Concentracion

Numero de espermatozoides por mililitro de

semen.

Integridad de la Membrana

Evalla la condicion de la membrana celular

de los espermatozoides.

en la cabeza, cola o pieza intermedia de los
espermatozoides.

La viabilidad se evaltia utilizando colorantes
vitales que diferencian entre espermatozoides
vivos y muertos, siendo esencial para predecir

la capacidad fertilizante del semen.

Una alta concentracién es indicativa de una
buena calidad de semen, pero debe evaluarse
en conjunto con la motilidad y morfologia
para una valoracion completa.

Una membrana intacta es crucial para la
funcién celular y la fertilizacion, evaluada
mediante pruebas de estrés osmotico o

tinciones especificas.

Nota. Parametros de calidad seminal (Hidalgo, Tamargo, & Diez, 2005).

4.5. Conservacion y Criopreservacion del Semen
Son técnicas esenciales para la reproduccion asistida en la ganaderia, la conservacion a
corto plazo implica refrigerar el semen entre 4°C y 5°C, usando diluyentes que preservan

su viabilidad para usos inmediatos.

La criopreservacion permite almacenar el semen a largo plazo mediante congelacion en
nitrégeno liquido a -196°C, utilizando crioprotectores para proteger los espermatozoides,
esta técnica facilita la distribucion global del material genético y la diversificacion
genética, aunque presenta desafios como la posible pérdida de viabilidad durante la
descongelacion. Optimizar estos procesos es crucial para mantener la eficiencia

reproductiva.

4.5.1. Ventajas de la Criopreservacion sobre otros Métodos de Conservacion.

La criopreservacion del semen ofrece ventajas significativas sobre otros métodos de
conservacion, como la refrigeracion a corto plazo, permite almacenar el semen durante
afios sin pérdida de calidad, facilitando la preservacion de material genético valioso,
permite la distribucion global del semen, lo que es clave para los programas de

reproduccion asistida. esta técnica minimiza el riesgo de transmision de enfermedades y
9



mejora la eficiencia de la inseminacion artificial al permitir una mejor sincronizacion con

los ciclos reproductivos, también optimiza la gestion de recursos al reducir la necesidad de

mantener un gran nimero de toros reproductores, mejorando la rentabilidad ganadera
(Medina-Robles et al., 2007).

4.5.2. Factores que Afectan la Motilidad y Viabilidad del Semen Descongelado

Diversos factores afectan la calidad del semen durante y después de la descongelacion:

1.

Temperatura: Variaciones en la temperatura de descongelacion pueden dafar la

estructura celular, afectando la motilidad y viabilidad (Zini et al., 1993).

Crioprotectores: Sustancias como el glicerol ayudan a proteger los
espermatozoides durante la congelacion, pero su concentracion excesiva puede ser
toxica (Hidalgo et al., 2005).

Tiempo de almacenamiento: Periodos prolongados de almacenamiento en
nitrégeno liquido pueden reducir la calidad espermatica, aunque este efecto es
mitigado si las condiciones de conservacion son optimas (Medina-Robles et al.,
2007).

4.5.3. Aplicaciones Practicas en la Reproduccion Ganadera

La descongelacion controlada del semen es una herramienta clave para mejorar la

eficiencia de los programas de reproduccién asistida. Al garantizar una motilidad y

viabilidad adecuadas, se optimiza el éxito de la inseminacién artificial, promoviendo la

mejora genética y la productividad ganadera. Ademas, estos procedimientos son

fundamentales para la conservacion de razas bovinas de alto valor genético, facilitando su

distribucion global y reduciendo riesgos asociados a enfermedades reproductivas (van der
Hoek et al., 2021).

4.6. Efecto de las Temperaturas de Descongelacion

4.6.1. Descongelacién Rapida (60 °C):

Reduce la formacion de cristales de hielo secundarios, lo que disminuye el dafio
celular.

Puede aumentar la viabilidad y motilidad de los espermatozoides (Mortimer, 2000).
El exceso de calor puede provocar desnaturalizacion proteica si no se controla
adecuadamente (Graham & Moce, 2005).
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4.6.2. Descongelacion Lenta (37 °C):

e Permite una recuperacion gradual, pero prolonga el tiempo de exposicion a
temperaturas intermedias donde los cristales de hielo pueden reorganizarse y causar
dafios.

e Puede ser menos efectiva en mantener la motilidad espermatica comparada con la

descongelacion répida (Mazur, 1984).

4.7. Viabilidad Post-Descongelacion
La capacidad de los espermatozoides para mantener su viabilidad y funcionalidad tras
la descongelacion es crucial para el éxito de la inseminacion artificial. Factores que afectan

la viabilidad incluyen:

e Tiempo post-descongelacion: A medida que transcurre el tiempo, la motilidad y la
capacidad de fertilizacion disminuyen debido a la pérdida de integridad de la
membrana y la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Bilodeau et
al., 2000).

e Condiciones de almacenamiento: La exposicion a temperaturas fluctuantes

después de la descongelacion puede agravar el dafio celular.

4.8. Impacto de Diluyentes en la Criopreservacion

Los diluyentes utilizados durante la criopreservacion juegan un papel clave en la
proteccion de los espermatozoides contra los dafios inducidos por el congelamiento y
descongelamiento. Estos diluyentes contienen crioprotectores como el glicerol, que
previenen la formacion de cristales de hielo y estabilizan las membranas celulares (Gilmore
et al., 1998). La eficacia del diluyente también puede depender de la especie animal y las

condiciones de almacenamiento (Purdy, 2006).

4.9. Factores Fisioldgicos del Toro

La calidad del semen esta influenciada por factores inherentes al toro, como la edad, la
dieta y el estado de salud general. Estudios han mostrado que toros mas jévenes tienden a
producir espermatozoides con mayor resistencia al congelamiento, mientras que factores

como enfermedades pueden reducir la calidad seminal (Barth & Waldner, 2002).

4.10. Importancia de la Evaluacion
Evaluar las temperaturas de descongelacion y su impacto en la calidad del semen post-

descongelacion permite optimizar los protocolos de inseminacion artificial. Estudios
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previos han demostrado que adaptar las condiciones de manejo térmico puede aumentar

significativamente las tasas de concepcion (Watson, 2000; Mortimer, 2000).

4.11. Estudios Relacionados

Smith et al. (2020): Compararon los efectos de la descongelacion a 37 °C y 60 °C,
encontrando mayores tasas de motilidad en la descongelacion répida.

Gonzélez et al. (2018): Evaluaron la viabilidad espermatica hasta 4 horas post-

descongelacion, indicando una disminucidn significativa en las primeras dos horas.

Martinez-Pastor et al. (2005): Analizaron el impacto de especies reactivas de oxigeno y
antioxidantes en la calidad del semen congelado.
Maxwell & Watson (1996): Investigaron los efectos de diferentes crioprotectores en la

integridad de las membranas espermaticas.

Sanchez, R. (2015): Este trabajo analiza métodos integrados para evaluar la calidad
seminal en bovinos, enfocandose en técnicas avanzadas que combinan parametros
tradicionales (motilidad, viabilidad y morfologia) con nuevas herramientas moleculares
y bioquimicas. Los resultados resaltan la importancia de aplicar evaluaciones mas
completas para predecir con mayor precision el potencial fertilizante del semen
criopreservado y mejorar los protocolos de reproduccion asistida.
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5. Materiales y Métodos

5.1. Area de estudio

El estudio se realizo en los Laboratorios de Reproduccion Animal del Centro de
Biotecnologia, de la Universidad Nacional de Loja, ubicada al sur occidente de la ciudad
de Loja en las Coordenadas -4.040239, -79.210149, con una altitud de 2150 msnm con una
temperatura promedio anual de 16,5°C y precipitacion 750 mm anuales y una humedad

relativa 75 %.

Fuente: Google Earth

Google

imégenes 620

Figura 1. Mapa Laboratorio de Biotecnologl’ de la Universidad Nacional de Loja

5.2. Procedimiento

5.2.1. Enfoque Metodoldgico
Al medir la motilidad seminal individual como porcentaje se realizé un enfoque
cuantitativo, el mismo que se midi6 a diferentes temperaturas de descongelacion y

diferentes intervalos de tiempo post descongelacion.

5.2.2. Disefio de la Investigacion
El disefio de la investigacion se basé en la recoleccion y analisis de datos numeéricos
relacionados con la motilidad y viabilidad del semen bovino. Las mediciones de
motilidad y viabilidad se expresardn en valores cuantitativos: porcentajes de

motilidad, nimeros de espermatozoides vivos vs. muertos.
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5.2.3.

5.24.

5.2.5.

Tamanfo de la Muestra y Tipo de Muestreo
El presente estudio se realizé con pajuelas de la casa comercial GENEX, el semen
que se analiz6 pertenece al toro NICODEMUS — ET de la raza Holstein. Se

necesitaron 18 pajuelas para el anélisis.

Técnicas

Para obtener los datos del presente estudio la motilidad total se midié mediante el
siguiente procedimiento, se extrajo la pajuela crio preservada del termo de nitrégeno
liquido he inmediatamente se pasoé al bafio termostatico o bafio maria.

En el bafio maria permanecio las pajuelas a 38°C y 40°C y se mantuvieron por 30,
60 y 90 minutos.

Una vez cumplido el tiempo de estudio se procedio a secar la pajuela del bafio maria,
con papel absorbente se secd y se paso a la platina térmica la misma que permanece
a 38°C de temperatura. EI semen de las pajuelas fue vaciado en los tubos eppendorf
manteniéndolos en la platina térmica. Seguido se procedio a colocar una muestra en
el portaobjetos y cubrimos con un cubre objetos de 18mm.

Para medir la motilidad total del semen se coloco el portaobjetos en el equipo
Androscope MINITUBE CASA (Computer Assistem Semen Analysis) en el cual se
realizé el analisis del semen de la siguiente manera: se tomé una captura de 5 capas
de cada muestra, el equipo sacé un promedio de las capas analizadas. El programa
CASA arrojo un informe con los pardmetros de motilidad de cada pajuela.

Variables de Estudio

Se evalud la motilidad individual del semen y la viabilidad espermética en funcion
de las temperaturas y los tiempos, se utiliz6 el equipo Androscope MINITUBE
CASA (Computer Assistem Semen Analysis) el mismo que permitié determinar
cémo afecto la temperatura de descongelacion y el tiempo a la calidad del semen
bovino medido en motilidad.

Los grupos para el desarrollo de la investigacion fueron las siguientes variables:
Temperaturas: T1 — 38 grados centigrados; T2 — 40 grados centigrados

Intervalos post — descongelacion: 11 (30 minutos); 12 (60 minutos); 13 (90 minutos).
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Tabla 3.

Variables del estudio

Grupo Temperatura Intervalo pogt, - Nurr_1ero de
descongelacion Pajuelas
T11 T1 11 3
T112 T1 12 3
T113 T1 13 3
o1 T2 11 3
T212 T2 12 3
T213 T2 13 3

5.2.6. Procesamiento y Analisis de la Informacion
Con los datos obtenidos de las diferentes variables estudiadas se realiz6 el analisis
de varianza (ANOVA) y adicionalmente la prueba de Turkey para identificar la
diferencia estadistica entre las diferentes temperaturas y los tiempos utilizados en

los protocolos.
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6. Resultados

6.1. Evaluar la Motilidad Individual Seminal Post Descongelado a Temperaturas de
38°Cy 40°C.
Al ser evaluado la motilidad individual a dos temperaturas de 38°y 40°, en escalas de
30, 60 y 90 minutos cada pajuela con 3 repeticiones de cada tiempo, no hubo diferencia
estadistica, por lo que la post descongelacion en las dos temperaturas aparentemente

no influye en la calidad del semen (Tabla 3).

Tabla 4.

Porcentaje de motilidad a temperatura de 38° y 40° Celsius

TEMPERATURA °C MOTILIDAD TOTAL

40 56.30%

38 66.08%

No fue encontrada diferencia estadistica (p>0,05)

6.2. Determinar la Motilidad Minima del 30% de Semen Bovino y su Viabilidad en el
Tiempo, Midiendo a 30, 60 y 90 Minutos.

Analizando la motilidad minima de 18 pajuelas en 3 tiempos de 30, 60 y 90

minutos, a dos temperaturas de 38 y 40 grados Celsius (Tabla 4), no hubo diferencia

significativa por lo que la temperatura no influye en la motilidad, por ende, la calidad

del semen no se ve afectada post descongelacion.

Tabla 5.

Porcentaje de motilidad a 30, 60 y 90 minutos post descongelado

TIEMPO MIN MOTILIDAD TOTAL

60 54.78%
90 60.56%
30 68.22%

No fue encontrada diferencia estadistica (p>0,05)
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6.3. Comparar la Motilidad Individual Post Descongelado en el Tiempo.
Al ser evaluado tres parametros, temperatura, tiempo minimo y motilidad total post
descongelacion (Tabla 5), no hubo diferencia estadistica, sin embargo, con temperatura de 38°
C y mayor tiempo (90 minutos) la motilidad es mayor, por el contrario, a temperaturas de 38°

C y tiempo medio (60 minutos) la motilidad se reduce a la mitad.

Tabla 6.

Porcentaje de motilidad a 38° y 40° en 30, 60 y 90 minutos post descongelado

TEMPERATURA °C TIEMPO MIN MOTILIDAD TOTAL

40 60 52.33%
40 90 53.16%
38 60 52.23%
40 30 63.42%
38 90 97.97%
38 30 73.03%

No fue encontrada diferencia estadistica (p>0,05)
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7. Discusion

7.1. Evaluar la Motilidad Individual Seminal Post Descongelado a Temperaturas de

38°Cy 40°C.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion sefialan que la motilidad
total a 38°C superd el promedio (66.08%) en comparacion con la motilidad registrada a
40°C (56.30%). A pesar de esta diferencia en valores absolutos, el anlisis estadistico
no mostra significancia, lo que indica que el aumento de temperatura en este rango no
influye significativamente en la motilidad post descongelada. Dichos resultados
mencionados concuerdan con los hallazgos obtenidos por Andrabi (2007), quien
sostuvo que la motilidad espermaética post descongelacién puede verse afectada por
variaciones de temperatura entre 50% y el 70%, pero estas deben ser considerablemente

mayores para generar diferencias significativas.

De esta manera, Graham (2022) encontré motilidades de hasta un 65% en
condiciones de 38°C, muy similares a lo observado en el presente estudio, por lo que
destaca que, aunque temperaturas cercanas a 40°C podrian inducir estrés térmico en las
células espermaticas, los protocolos de descongelacion bien controlados suelen mitigar
este impacto. En contraste, Vishwanath y Shannon (2020) registraron una reducciéon del
10% en la motilidad al contrastar temperaturas de 38°C y 40°C, hallazgos que
concuerdan con los datos mostrados. En estudios que se realizaron en Esparia, Cebrian-
Pérez et al. (2020) encontraron que el promedio de motilidad post descongelacion para
bovinos en condiciones ideales era del 60%, lo que coincide con los valores obtenidos

en este experimento.

Ademas, para que la motilidad individual no se vea afectada y no cause dafios a
la estructura del espermatozoide y muerte celular, debe presentar una motilidad superior
al 60% (Rivera, 2018), por lo que, es fundamental que se considere la tasa optima de
temperatura post descongelacion, de esta manera Monroy (2024), evalué el semen a
temperatura de 38,5°C donde la motilidad individual supero el 60 y 80%. Asumiendo
asi que a menor temperatura post descongelacion la motilidad individual es mayor,

reduciendo los riesgos de porcentajes de prefiez.
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7.2. Determinar la Motilidad Minima del 30% de Semen Bovino y su Viabilidad en el

7.3.

Tiempo, Midiendo a 30, 60 y 90 Minutos.

Al analizar los tiempos de 30, 60 y 90 minutos post descongelado, se observo
que la motilidad disminuyd con el tiempo, siendo mayor a los 30 minutos (68.23%) y
menor a los 60 minutos (54.79%). Este patron coincide con los hallazgos de Watson
(2016), quien observo una reduccién promedio del 15-20% en la motilidad durante los
primeros 90 minutos post descongelacion, con valores iniciales entre 60% y 70%;
observo que, la viabilidad espermatica tiende a disminuir progresivamente tras la
descongelacion debido a dafios en la membrana celular. Bailey et al. (2021) reportaron
motilidades superiores al 65% a los 30 minutos, pero estas cayeron por debajo del 50%
a los 90 minutos en condiciones similares, por lo que mencionan que la preservacién
de la motilidad tras descongelacion puede depender también de factores como la
calidad del diluyente y las condiciones de almacenamiento previas. Sin embargo, al

igual que en el caso anterior, el andlisis estadistico no mostro diferencias significativas.

Esto respalda lo afirmado por Holt y Van Look (2019), quienes documentaron
que motilidades por encima del 30% son suficientes para mantener la viabilidad
reproductiva, incluso cuando las diferencias no son estadisticamente significativas, los
sistemas de evaluacion automatizados como CASA pueden detectar variaciones sutiles
en la motilidad que no necesariamente reflejan diferencias bioldgicas relevantes. De
igual manera, Gutiérrez-Pérez y Rodriguez-Sanchez (2019) documentaron una
motilidad inicial del 70%, la cual disminuyé a un 55% en 60 minutos post

descongelacion, corroborando los patrones observados aqui.

Ademas, no hubo una diferencia estadistica entre los diferentes tiempos y la
viabilidad espermatica, sin embargo, los resultados obtenidos estan dentro de los
parametros de crio preservacién del semen bovino, como lo manifiesta Ochoa (2023),
sin embargo esto difiere con Anchatufia (2017), quien manifiesta que hay mayor
motilidad en 2 y 4 horas post descongelacion, lo que puede deberse a diferentes factores
de raza, ubicacion geografica e incluso al constante metabolismo de nutrientes de los

espermatozoides.

Comparar la Motilidad Individual Post Descongelado en el Tiempo.
En la comparacion entre tiempo y temperatura, los resultados muestran una

mayor motilidad en los tiempos iniciales a 38°C (73.03% a los 30 minutos) en
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comparacion con 40°C (63.42% a los 30 minutos). Sin embargo, a 90 minutos, la
motilidad a 38°C (97.97%) supera considerablemente a la de 40°C (53.16%). Esta
discrepancia podria explicarse por la resistencia diferencial de las membranas
espermaticas a distintas temperaturas, como sefialan Leahy y Gadella (2018), quienes

reportaron motilidades entre 60% y 80% en condiciones similares.

Por otro lado, la motilidad individual en el presente estudio varia desde el 50 al
90%, mientras que un estudio realizado por Crespo (2020) en la provincia de Morona
Santiago, la motilidad va desde el 59 al 80% en el tiempo de 0 y 2 horas, presentando
mayor motilidad en la hora 0, sin embargo, en el presente estudio se presenta mayor
motilidad con temperaturas menores y en lapsos de tiempo mayores (90 minutos), por

lo que se podria influenciar por la ubicacién geogréafica del estudio.

Adicionalmente, Andrabi (2019) observo que temperaturas menores a 40°C permitian
una recuperacién funcional con motilidades de hasta 75% en tiempos cortos, mientras
que temperaturas superiores reducian la motilidad a menos del 50% tras 90 minutos de
incubacidn. Estos hallazgos son coincidentes con Salamon y Maxwell (2020), quienes
informaron que la motilidad post descongelaciéon se ve influenciada no solo por la
temperatura, sino también por el tiempo de incubacion, con caidas de hasta 25% en

periodos prolongados.

En investigaciones realizadas en Argentina, Martinez et al. (2021) concluyeron que las
temperaturas superiores a 38°C reducen la motilidad post descongelacién en un 15-

20% tras 60 minutos, lo que se alinea con los resultados de este estudio.
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8. Conclusiones

- La motilidad individual del semen post descongelacion no se ve afectada a
temperaturas de 38°C y 40°C, por lo que la calidad del mismo se mantiene intacta en
el tiempo.

- La viabilidad del semen en diferentes tiempos de 30, 60 y 90 minutos post
descongelacion, no interfiere en la motilidad, es decir los espermatozoides mantienen
su habilidad de moverse espontanea e independientemente.

- EIl tiempo evaluado no interfiere en la motilidad individual del semen post
descongelacion, con lo que las oportunidades de mantener un semen de alta calidad

SONn numerosas.

21



9. Recomendaciones

- Uso de mayor numero de pajuelas para ser evaluadas en diferentes curvas de
temperatura, para analizar aspectos como motilidad, movilidad, concentracion
espermatica y morfologia.

- Evaluar diferentes rangos de temperatura, para establecer a campo la mejor opcion e
incluso utilizar en investigaciones para la recongelacion de semen, considerando la
motilidad superior al 60%.

- Analizar el semen post descongelado, con rangos de tiempo mayores a los analizados
para descartar problemas, asi mismo considerar factores geogréaficos y raza.
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Resumen

El uso de semen cric preservado, es wa heramienta clave pars el éxito en las
bictecnclogias reproductivas, debide a la capacidad para conservar la funcionaiidad
espeEmMatica durante largos peniodos, demostrando ser efectivos para mitigar kos efectos
adversos de la cric preservacion mejorando la supervivencia espermatica post-
descongelacion. Este estudio tuse como objetivo evaluar semen bovino descongslado
a diferentes ternperaturas y su viabibdad en 2l tiempo post descongelado. Se wtilizaron
18 pajuelas de la casa comercial GEMEX, el semen que se analizo pertenece al toro
MICODEMUS — ET de la raza Holstein, Se exrajo la pajusla y e evaluaron en bano
mana a 358°C y 40°C y se mantuvieron por 30, 60 y 00 minutos; luego fusron evaluados
en un portanbjeios sobme la plating térmica en el equipo Androscope, s tomaron 5 capas
de cada muestra y el programa CASA armojo uninforme de eada pajuels. Al ser evaluado
la metilidad individual v la motifidad minima del 30% a dos temperaturas de 38° y 407,
en esealas de 30, 60 y 0 minutos eada pajuela, no hubo diferencia estadistica, por lo
que la post descongelacion en las dos temperaturas aparentements no influye en la
calidad del semen. Ademas, al evaluar temperatura, iempo minima y motlidad total, no
hube difersncia estadistica, sin embango, con temperatura de 38° C y mayor tiempo (20
minutas) la motilidad es mayer, por &l contranco, a iemperaturas de 38° C y iempo medio
(30 rinutos) la motilidad se reduce a la mitad. La motilidsd y viabibdad del sermen post
descongelacidn no se ve afectada a temperaturas de 358°C y 40°C, por ko que I3 calidad
gl mismo se mantiene intacta en =l tiempo.

Palabras clave: motilidad, supervivencia espermdtica, crie preservacidn, calidad
sarming].
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Abstract

Cryopreserved semen is 3 key tood for success in reproductive biotechnologies, due to
its abdlity to presense spenm functionality for long penods, proving to be effective in
mitigating the adverse effects of cryopresenvation by improwing post-thawing sperm
survival. This study aimed to evaluate bovine semen thawed at different temperatures
and its wiahility in the post-thawing time. 18 staws from the GEMEX commercial
company were used, e semen that was analyzed belongs to the NICODEMUS - ET
bl of the Holstein breed. The staw was removed and evaluated in a water bath at 38°C
and 40°C and kept for 30, 60, and 80 minutes; then they were evalusted on a slide on
the thermnal plate in the Androscope equipment, 5 layers of each sample were taken and
the CASA program provided a report for each straw. When indiidual motiity and
minimum medlity of 20% were evaluated at two temperatwres of 38° and 407, in scales
of 30, 60, and 80 minutes for esch straw, thers was no statistesl differsnce, so post-
thawing at the o temperatures doses not influence semen quality. In addition, when
evaluating temperature, mimimum time, and to@El motity, there was no statistical
difference, however, with 3 temperature of 38° C and a longer time (90 minutes) the
mutility is greater, on the contrary, at temperatures of 38° C and 3 medium time {50
minutes) the motility is reduced by haff. The motility and viabilty of semen post-thawing
arz not affected at \empematures of 35°C and 40°C, so the quality of the semen remains
imact ower time.

Keywords: motility, sperm survival, cryopresenation, semen quality.
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Anexo 2. Pajuelas em platina térmica a 38° C
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Anexo 5. Resultados Andlisis CASA

Q\

minitube

MODELO DE INFORME

Minitube International
Hauptstrasse 41

84184 Tiefenbach

Deutschland

Teléfono: +49 8709 9229 0
Fax: +49 8709 9229 39
Email: minitube@minitube.de

Pagina web: www.minitube.com

Donante: T1 30 MINUTOS R2 Especie: Toro
ID: 001HO15576 Raza: HOSTEIN
.y .z
Motilidad y concentracion
Andlisis de muestra

Fecha del anilisis: 28/11/2024

Numero total de espermios analizados: 3027

Numero de campos: 5

Tasa de dilucion: 1+0

Concentracion: [10°%/ml) 71.59

Motilidad total: %] 80.40

Motilidad progresiva: %] 57.53

® Motilidad rapida: (%] 15.26

" Motilidad lenta: %] 4212

 Motilidad circular: [%] 0.16

Motilidad local: [%] 22.87

W Inméviles: (%] 19.60
Promedio cinematico VCL VSL VAP DCL DSL DAP ALH BCF HAC LIN STR

[um/s]  [um/s]  [pum/s] [um] [pum] [um] [um] [Hz] [rad]  [VSL/VCL] [VSL/VAP]

Motilidad total [=]| 6569 247 31.30 2218 8.16 10.56 1.59 11.45 0.34 0.42 0.78
[o] 36.93 18.05 18.73 14.34 6.15 6.94 0.98 7.54 0.22 0.27 0.28
Moctilidad progresiva [=] | 77.05 28.65 36.35 25.69 931 12.09 1.85 12.63 0.37 0.41 0.77
[0] 39.26 20.40 20.66 15.57 6.94 7.69 1.06 8.06 0.24 0.29 0.31
Motilidad rapida [=]| 16.37 33.86 47.49 36.60 10.02 14.79 2.88 1291 0.49 0.29 0.69
[o] 23.49 21.01 18.90 15.00 6.22 7.31 0.74 6.89 0.19 0.16 0.23
Motilidad lenta [=]| 6156 26.42 31.79 21.40 8.98 10.98 145 12.52 033 0.46 0.81
[o] 14.82 12.35 10.72 9.30 5.24 5.37 0.55 6.44 0.18 0.25 0.20
Motilidad circular  [=] | 132.08 79.95 92.43 39.46 22.83 27.31 3.40 12.46 0.48 0.61 0.86
[o] | 138.24 130.36 102.74 40.52 17.59 19.39 3.69 23.78 0.98 0.69 0.80
Motilidad local [=]1| 33.69 13.63 17.10 12.29 4.92 6.24 0.86 8.12 0.23 0.43 0.79
[o] 8.76 5.63 5.51 5.16 2.63 291 0.29 5.48 0.14 0.19 0.17

AndroScope sample report - minitube.com
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