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1. Titulo
Evaluacion de pre y post congelacion de semen de un toro mestizo jersey utilizando
optixcell mas glicerol al 6% y 8%



2. Resumen

La congelacion de semen bovino es un procedimiento clave para preservar la genética de los
toros, y su éxito depende de factores como los diluyentes crioprotectores. En esta investigacion
se analizo el efecto del Optixcell combinando con glicerol al 6% y 8% en la calidad del semen
de un toro mestizo Jersey, antes y después de la congelacién. El objetivo fue determinar si estas
concentraciones (0%, 6% y 8% de glicerol) ayudaban a mejorar los parametros como la
motilidad, vigor, viabilidad y vitalidad. El estudio se realiz6 en Loja, Ecuador, con muestras
procesadas en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la Universidad Nacional de Loja. Se
recolectaron 3 ml de semen de un toro mestizo Jersey, obteniendo 60 pajuelas, distribuidas en
tres tratamientos. Las muestras se evaluaron en el programa Androscope MINITUBE CASA
para analizar la motilidad, vigor y viabilidad espermatica. El proceso incluyd recoleccion
mediante electroeyaculacion, dilucion con Optixcell, enfriamiento progresivo, congelacion con
nitrogeno liquido y descongelacion rapida en bafio maria. Se aplic6 un analisis de varianza
(ANOVA) para comparar los efectos del glicerol. Los resultados mostraron que, aungque no
hubo diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos, se observo que la
motilidad espermaética disminuyd en pre-congelacion con la adicién de glicerol, pero mejor6
tras la descongelacion, especialmente con el 6%. Sugiriendo que, aunque el glicerol puede
afectar negativamente la motilidad inicial, su accion crioprotectora se manifiesta post-
congelacién. Sin embargo, estas mejoras observadas no fueron suficientes como para concluir
que el glicerol tiene un impacto decisivo sobre la calidad del semen. Tampoco se encontraron
diferencias relevantes en términos de viabilidad y vitalidad entre las concentraciones de
glicerol. En conclusion, aunque el glicerol al 6% y al 8%, junto con Optixcell, favorecio la
recuperacion de la motilidad post-descongelacion, no gener6é mejoras significativas en la
calidad seminal.

Palabras clave: congelacion de semen, motilidad espermaética, viabilidad, Jersey



Abstract

Freezing bovine semen is a key procedure to preserve the genetics of bulls, and its success
depends on factors such as cryoprotective diluents. In this research, the effect of Optixcell
combined with 6% and 8% glycerol on the semen quality of a Jersey crossbred bull before and
after freezing was analyzed.The objective was to determine if these concentrations (0%, 6%
and 8% glycerol) helped to improve parameters such as motility, vigor, viability and vitality.
The study was carried out in Loja, Ecuador, with samples processed in the Animal Reproduction
Laboratory of the National University of Loja. Three ml of semen were collected from a Jersey
crossbred bull, obtaining 60 straws, distributed in three treatments. Samples were evaluated in
the Androscope MINITUBE CASA program for sperm motility, vigor and viability. The
process included collection by electroejaculation, dilution with Optixcell, progressive cooling,
freezing with liquid nitrogen and rapid thawing in a water bath. An analysis of variance
(ANOVA) was applied to compare the effects of glycerol. The results showed that, although
there were no statistically significant differences between treatments, it was observed that
sperm motility decreased in pre-freezing with the addition of glycerol, but improved after
thawing, especially with 6%. Suggesting that, although glycerol may negatively affect initial
motility, its cryoprotective action is manifested post-freezing. However, these observed
improvements were not sufficient to conclude that glycerol has a decisive impact on semen
quality. Nor were relevant differences in terms of viability and vitality found between glycerol
concentrations. In conclusion, although 6% and 8% glycerol, together with Optixcell, favored
the recovery of post-thawing motility, it did not generate significant improvements in seminal

quality.

Keywords: semen freezing, sperm motility, viability, Jersey.



3. Introduccion

La congelacién de semen bovino es un proceso biotecnologico que permite preservar la
capacidad reproductiva de los toros mediante la criopreservacion de su material genético. Este
procedimiento implica la recoleccion, evaluacion, dilucién con diluyentes crioprotectores,
enfriado gradual, y almacenamiento en nitrégeno liquido a -196 °C (Almeida, J.; Jacome et al.,
2021).

La evaluacion del semen después de la descongelacion es critica para determinar su
capacidad de ser utilizado en programas de inseminacién artificial. Los parametros clave
incluyen la motilidad, la integridad de la membrana plasmatica y la capacidad de los
espermatozoides para penetrar el évulo. El desarrollo de protocolos especificos en toros
mestizos Jersey es importante considerando las particularidades de estas razas y sus cruces para
maximizar la eficiencia de la congelacion y descongelacion del semen (Araya-Zufiga et al.,
2023).

La identificacion y mitigacion de los factores que afectan la calidad del semen a lo largo
del proceso de congelacion y descongelacion son cruciales para mejorar las tasas de
fertilizacion y la productividad del rebafio. Para los toros mestizos es necesario afadir
crioprotectores especificos y considerar técnicas precisas de evaluacion que pueden ayudar a
mejorar los resultados antes y después de la congelacion de semen (Amann & Waberski, 2014).

La mejora de la calidad del semen congelado tiene implicaciones directas en la rentabilidad
y sostenibilidad de la industria ganadera, ya que, los productores dependen de las eficiencias de
los programas de 1A (Inseminacion artificial) para mejorar la genética del rebafio y aumentar la
produccion de leche y carne (Fernandes Janior et al., 2022). Al optimizar los protocolos de
congelacion y descongelacidn para razas mestizas, se puede lograr tasas de fertilizacion mas
altas, lo que resulta en una mayor eficiencia reproductiva y una mejor productividad (Argiris et
al., 2018).

La disponibilidad de semen de alta calidad de toros mestizos Jersey permite a los pequefios
y grandes ganaderos seleccionar y mantener caracteristicas deseables en sus rebafios, como la
resistencia a enfermedades y la adaptabilidad a diferentes condiciones ambientales. Esto es
particularmente importante en regiones con climas variables, donde los mestizos pueden ofrecer
ventajas significativas sobre las razas puras (Beran et al., 2012).

En este contexto, la presente investigacion se plante6 los siguientes objetivos (i) determinar
si el uso de Optixcell combinado con glicerol al 6% y 8% mejora la motilidad y vigor
espermatico del semen pre y post congelacion, y (ii) comparar la viabilidad y vitalidad del



semen utilizando Optixcell con las concentraciones de glicerol al 6% y 8% tras el proceso de
descongelacion. De esta manera, los resultados de la presente investigacion, podrian contribuir
a elegir de manera correcta el uso de crioproservantes de semen, para obtener resultados

eficientes en la industria ganadera.



4. Marco Tebrico

4.1. Origen de la Raza Jersey

La raza Jersey, originaria de la isla de Jersey, se ha convertido en una prominente raza
de ganado lechero en América del Norte (Dechow et al., 2018). Los estudios han
demostrado que el ganado de Jersey difiere de Holstein en varios aspectos fisioldgicos. Las
vacas de Jersey presentan niveles totales de proteinas mas bajos, pero valores mas altos de
AST vy bilirrubina en el suero sanguineo en comparacion con Holstein (Chiacchio et al.,
2018). Se han establecido parametros electrocardiograficos para las vaquillas de Jersey,
proporcionando una referencia para las evaluaciones cardiacas en esta raza (Souza et al.,
2004) El analisis genético revela que casi todos los toros de Jersey de América del Norte
se remontan a dos linajes paternas dominantes, ambos descendiendo de un solo toro nacido
en 1898 (Dechow et al., 2018).

4.2. Recoleccion de Semen

La recogida y preservacion del semen bovino es crucial para la inseminacion artificial
y la mejora genética de la cria de ganado. El semen recogido se somete a una evaluacion
macroscopica y microscépica para evaluar parametros como el color, la densidad, la
motilidad y la viabilidad de los espermatozoides (Sarango et al., 2024) La dilucion y la
criopreservacion adecuados en nitrogeno liquido son esenciales para mantener la viabilidad
de los espermatozoides durante el almacenamiento (Sarango et al., 2024) La calidad del
analisis del semen es fundamental para determinar la fertilidad y optimizar el uso de
eyaculadas a lo largo de la vida reproductiva de un toro (Ordofiez et al., 2005). La seleccion
cuidadosa de los toros reproductores es economicamente importante, ya que un pequefio

numero de machos estan acostumbrados a inseminar a una gran poblacion femenina.

4.2.1. Electroeyaculador

Un electro eyaculador es un dispositivo utilizado para la recogida de semen en
animales, especialmente Gtil para toros que no pueden o no quieren servir una vagina
artificial (Dziuk et al., 1954). Funciona aplicando estimulacion eléctrica al recto,
induciendo la eyaculacion. Este método se ha utilizado con éxito en varias especies,
incluyendo toros, carneros, pavos y mamiferos salvajes (Castelo & Silva, 2015). Mientras
que la electroeyaculacion tipicamente produce mayor volumen, pero menor densidad
semen en comparacion con la recoleccion de vagina artificial, pero el conteo total de

espermatozoides es comparable.



4.3. Diluyentes Utilizados para procesamiento de Semen Bovino

4.3.1. Optixcell

OptiXcell, un diluyente de semen sin proteinas de lipooma, ha mostrado resultados
prometedores en la criopreservacion del semen de toro y bufalo. Los estudios han
demostrado que OptiXcell mejora los parametros de calidad de los espermatozoides después
de la deshizo, incluyendo la maotilidad, la integridad de la membrana plasmatica y la
viabilidad, en comparacion con los diluyentes convencionales basados en yema de huevo
(Ansari et al., 2017).

4.3.2. Triladyl

Es un diluyente utilizado ampliamente en la criopreservacion de semen bovino debido
a gue tiene una composicion equilibrada de componentes esenciales como: azucar, sal y
yema de huevo, los que contribuyen a la proteccion espermatica durante y después de la
congelacion. Investigadores reportan que el uso de Triladyl mantiene una mayor integridad
de la membrana y mejor movilidad espermatica en comparacion con otros diluyentes
(Martinez et al., 2018).

4.3.3. Albumina sérica bovina

La albumina sérica bovina es un componente clave en la criopreservacion de semen
bovino, dado que actia como estabilizador de membranas celulares y previene dafios
oxidativos en los espermatozoides. Se ha demostrado que la adicion de albimina sérica
bovina a los diluyentes mejora la viabilidad post-descongelacion y reduce la apoptosis
celular (Gutiérrez et al., 2019).

4.4. Crioprotectores mas Utilizados para Procesamiento de Semen Bovino
4.4.1. Glicerol

El glicerol desempefia un papel crucial en la criopreservacion del semen bovino,
superando a otros crioprotectantes como etilenglicol y dimetil formamida en la preservacion
de la calidad de los espermatozames después de la descongelacion (Luis et al.,
2015).Estudios han demostrado que el glicerol, utilizado tipicamente con una concentracion
del 7%, ayuda a mantener una mejor motilidad progresiva, viabilidad e integridad
acrosomica en espermatozoide crio preservado en comparacion con otros agentes (Robles
et al., 2007).



4.4.2. Etilenglicol

Es estudiando como un crioprotector que es alternativo al glicerol en la criopreservacion
espermatica. Su menor toxicidad y alta permeabilidad en las membranas celulares, han sido
sobresalientes y es una ventaja en la preservacion de la viabilidad espermaética, el
etilenglicol puede ser eficaz en la reduccién de dafios osmoticos durante la congelacion
(Fernandez et al., 2020).

4.4.3. Dimetilformamida

Es un crioprotector alternativo con propiedades que benefician la persistencia
estructural de los espermatozoides criopreservados. Se ha documentado que su uso en
combinacidn con otros crioprotectores puede mejorar la recuperacion de espermatozoides

moviles tras la descongelacion (Hernandez et al., 2021).

4.5. Evaluacion de la Motilidad del Semen Bovino

45.1. Motilidad Masal

La motilidad masal describe a la observacion subjetiva del movimiento de un gran
numero de espermatozoides en una muestra, evaluando patrones de desplazamiento y
cohesion. Este andlisis proporciona una estimacién inicial de la calidad seminal (Rodriguez
etal., 2016). Se clasifica en diferentes categorias: buena, regular o mala segun la dindmica
de los espermatozoides en el capo visual del microscopio (Lépez et al., 2021).

45.2. Motilidad Individual

La motilidad individual evalta el desplazamiento de cada espermatozoide de manera
independiente, diferenciando entre movimiento progresivo y no progresivo. Un
espermatozoide con motilidad progresiva se mueve en linea recta o en un patrén amplio,
mientras que los no progresivos presentan movimientos oscilatorios o circulares sin un
avance significativo (Ramirez et al., 2022). Se considera un indicador clave de la

capacidad fertilizante del semen (Torres et al., 2017).

4.5.3. Motilidad Espermética

La motilidad espermética se analiza mediante técnicas avanzadas como el sistema
CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis), que proporciona mediciones objetivas

sobre la velocidad y patrones de movimiento de los espermatozoides, mejorando la
8



precision del diagnostico seminal (Gomez et al., 2019). Estas mediciones permiten
evaluar la cinética espermatica con mayor precision y reproducibilidad, facilitando la
comparacion de muestras y la seleccion de semen de alta calidad para inseminacion
artificial (Fernandez et al., 2023).

4.6. Investigaciones Relacionadas al Trabajo de Investigacion

Variados estudios se han enfocado en la importancia de los crioprotectores y diluyentes
en la mejora de la calidad espermatica post-congelacion. Algunos de los cuales se

mencionan:

- Pérez et al. (2022) compararon la efectividad de OptiXcell con diluyentes
convencionales en toros mestizos Jersey. Los resultados mostraron que el uso de
OptiXcell junto con glicerol al 6% y 8% mejord significativamente la motilidad
espermatica y la integridad de la membrana plasmatica tras la descongelacion.

- En estudios realizados por Hernandez et al. (2021) evalu6 la eficacia del
dimetilformamida como crioprotector en paralelo con el glicerol y el etilenglicol. Se
encontré que la combinacion de dimetilformamida con glicerol mejor6 la tasa de
supervivencia espermatica y la funcionalidad acrosémica.

- GOmez et al. (2019) analizaron la cinética espermatica de muestras congeladas
utilizando el sistema Computer-Assisted Sperm Analysis (CASA). Los hallazgos
indicaron que la motilidad espermatica puede ser cuantificada de manera mas precisa,
permitiendo seleccionar muestras con mejor potencial reproductivo. Investigaciones
recientes han comparado la efectividad de distintos medios de criopreservacion,
resaltando la relevancia de OptiXcell y su combinacion con glicerol en la preservacion
de la funcionalidad espermatica en toros mestizos Jersey (Pérez et al., 2022).

- En este estudio evalu6 el efecto de dos dilutores sintéticos, Optixcell y Andromed, en
la integridad de la membrana citoplasmatica de espermatozoides de toros de las razas
Simmental y Braunvieh. Se analizaron parametros como motilidad, vitalidad e
integridad de la membrana citoplasmatica en semen refrigerado y congelado. Los
resultados mostraron que Optixcell mejord la conservacion de la integridad de la
membrana citoplasmatica en comparacion con Andromed (Cabrera Montes, P. L. 2021).

- Este estudio se centrd en semen caprino, evalud el efecto de diferentes concentraciones

de glicerol (6%, 7% y 8%) en la criopreservacion. Se analizaron parametros como la



motilidad progresiva individual, viabilidad y anormalidades espermaticas post-
descongelacion. Los resultados indicaron que el glicerol al 7% presentd mejores
resultados en comparacion con las concentraciones al 6% y 8% (Trujillo Garcia, D. A.
2017).

Esta investigacion evalla la eficacia del extensor OptiXcell para preservar la calidad
del semeny la fertilidad en toros bufalos tras la descongelacion. Los resultados sugieren
que OptiXcell mejora tanto la calidad del esperma como la fertilidad en comparacién
con los extensores tradicionales (Ansari, M. S., Rakha, B. A., Akhter, S., & Ashiq, M.
2016).
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5. Materiales y Métodos

5.1. Area de Estudio

El estudio se realiz6 en la ciudad de Loja; la fase experimental se llevo a cabo en el
barrio Taxiche (La Tariana), ubicado al sur de la ciudad de Loja en las Coordenadas -
4.23671, -79.26624 -4.19671, -79.22624, una altitud de 1550 msnm con una temperatura
promedio anual de 20,6°C y una humedad relativa 75 %. El analisis y procesamiento de las
muestras se realiz6 en el Laboratorio de Reproduccion Animal, ubicado en la Universidad

Nacional de Loja

Figura 1. Mapa del barrio La Tariana, Taxiche
Fuente: Google Earth

5.2. Procedimiento

5.2.1. Enfoque Metodoldgico
Esta investigacion se desarrollé mediante un enfoque cuantitativo, al comparar el
efecto de dos concentraciones de glicerol al 6% y 8% sobre motilidad, vitalidad y
viabilidad del semen bovino.

5.2.2. Disefio de la Investigacion
El disefio de la investigacidn se basé en un estudio experimental en el cual se asigné
aleatoriamente las concentraciones de glicerol, de esta manera se obtuvo datos
numéricos relacionados con la motilidad, vitalidad y viabilidad del semen bovino.
Las mediciones de motilidad y viabilidad se expresan en valores cuantitativos:

porcentajes de motilidad, nimeros de espermatozoides vivos vs muertos.
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5.2.3. Tamafio de la Muestray Tipo de Muestreo

Se recolectaron 3 ml de semen del toro Jersey, del cual se obtuvo 60 pajuelas,

distribuidas en 3 tratamientos: T1 sin glicerol, T2 glicerol al 6% y T3 glicerol al 8%,

en dos momentos especificos: antes (30 pajuelas) y después (30 pajuelas) de

congelar el semen.

5.2.4. Técnicas

5.24.1.

5.24.2.

5.24.3.

5.24.4.

Recoleccion de la Muestra. Se prepar6 al semental, se procedid con
limpieza, rasurado y desinfeccion del pene, luego mediante electro
eyaculacion via rectal con pulsaciones moderadas se recolecto el semen

a partir del segundo chorro en tubos conicos de tapa roja.

Preparacion de la Muestra: se realiz6 con la dilucion de Optixcell en
semen en relacién 5:1, en la cual antes de transportar se diluy6 1:1,
luego en el laboratorio se completd la dilucion 4:1 (4ml de diluyente y
1 ml de semen), obteniendo asi 18 ml de semen diluido, para lo cual se
distribuyé 6 ml en cada tratamiento (0, 6 y 8 % de glicerol), y de
acuerdo al semen diluido se agregd 0.2 ml de glicerol (6%) y 0,3 ml de
glicerol (8%).

Congelacion del Semen: el semen diluido se procedio a enfriar en bafio
maria a temperatura de 38° C el cual se fue enfriando gradualmente
durante 1 hora hasta llegar a 5°C, una vez en esta temperatura se dejo
en reposo 1 hora y se empajillo con vaporizaciones de nitrégeno, para

ubicar en el termo de nitrégeno liquido.

Descongelacion del Semen: las muestras se descongelaron
rapidamente en bafio maria a 38°C por 45 segundos, para restaurar la

movilidad y vitalidad de los espermatozoides.
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5.2.5.

5.2.6.

5.2.7.

5.2.4.5. Procesamiento de las Muestras: Las pajuelas se ubicaron en tubos
eppendorf en la platina térmica a 38° C, Seguido se procedio a colocar
una muestra en el portaobjetos y cubrimos con un cubre objetos de
18mm. Para medir el vigor, motilidad y concentracion espermatica 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 10 capas de

diferentes lados, el equipo arrojé un promedio de las capas analizadas.

Variables de Estudio

Se evalud la motilidad total del semen y la viabilidad espermatica en funcion de los
porcentajes de glicerol afiadidos, se utilizd6 el equipo Androscope MINITUBE
CASA (Computer Assistem Semen Analysis) el mismo que permitié determinar
como afecto el porcentaje de glicerol antes y después de la descongelacion del
semen bovino. Las variables estudiadas fueron vigor, glicerol, pH, motilidad total,
motilidad progresiva, concentracion espermatica, motilidad rapida, motilidad lenta,

motilidad circular y motilidad local (Anexo 1).

Procesamiento y Analisis de la Informacion

Con los datos obtenidos de las diferentes variables estudiadas se realizo el analisis
de varianza (ANOVA) para comparar el efecto entre los grupos con glicerol al 6%
y 8%.

Consideraciones éticas
Los animales fueron manejados segun las normas para el cuidado y uso de animales

en investigacion segun el Codigo Organico del Ambiente (ROS N° 983, Ecuador).
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6. Resultados

6.1. Determinar si el Uso del Optixcell Combinado con Glicerol al 6% y 8% Mejora la

Motilidad y Vigor Esperméatico del Semen Pre y Post Congelacion.

En la Tabla 1, se describe la evaluacion de la motilidad y vigor espermatico con el uso de
Optixcell combinado con glicerol en dos porcentajes 6% y 8%, en dos momentos, antes y
después de la congelacion, los resultados obtenidos nos demuestran que no hubo diferencia
estadistica en vigor espermatico, pero, por el contrario, la motilidad total fue mayor post

descongelacion, por lo que el uso del glicerol influye en la calidad seminal.

Tabla 1.

Porcentaje de motilidad y vigor espermatico del semen pre y post descongelacién

Momento % Glicerol Vigor Motilidad total
espermatlco
0% 108,59 % C 7937 % A
Antes 6% 11314%B 48,29 % AB
8% 117.64 % A 63.6 % B
0% 10693%C 6847 % AB
Después 6% 113.78 % B 7502 % C
8% 11807 % A 67,03 % AB

En la Tabla 2, se evidencia, en el analisis de varianza del vigor espermatico, que existe
diferencia estadistica (p-valor <0,0001), asi también se describe que no hay diferencia
estadistica en el momento (0,6161) es decir, pre y post descongelacion.

Tabla 2.

Anélisis de Varianza (SC tipo I1) de vigor espermatico

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 1041,563 5 208,313 86,740 <0,0001
TTO 1024,837 2 512,418 213,367  <0,0001
Momento 0,614 1 0,614 0,256 0,6161
TTO*Momento 16,112 2 8,056 3,354 0,0423
Error 129,686 o4 2,402
Total 1171,248 59
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En la Tabla 3, el analisis de varianza de la motilidad total, nos permite determinar que existe

diferencia estadistica (p-valor <0,0001) pre y post descongelacion.

Tabla 3.

Andlisis de la Varianza (SC tipo I11) de motilidad total

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 5814,045 5 1162,809 12,775 <0,0001
TTO 1586,186 2 793,093 8,713 0,0005
Momento 618,567 1 618,567 6,796 0,0118
TTO*Momento  3609,291 2 1804,646 19,827 <0,0001
Error 4915,038 54 91,019
Total 10729,082 59

6.2. Comparar la Viabilidad y Vitalidad del Semen Utilizando Optixcell con las

Concentraciones de Glicerol al 6% y 8% Tras el Proceso de Descongelacion.

En la Tabla 4, se describe la evaluacién de la viabilidad y vitalidad del semen con el uso de
Optixcell combinado con glicerol en dos porcentajes 6% y 8%, en dos momentos, antes y
después de la congelacion, los resultados obtenidos nos demuestran que no hubo diferencia
estadistica en la motilidad progresiva, pero, por el contrario, la concentracion espermatica fue

mayor post descongelacion, por lo que el uso del glicerol influye en la calidad seminal.

Tabla 4.

Viabilidad y Vitalidad espermatica pre y post descongelacion

Momento % Glicerol C;g%ﬁ:;;?ﬂgn gﬂg;'rlégﬁf;
0% 30,05% C 7147 % A

Antes 6% 24,44 % C 40,48% C
8% 31,81%C 55,02% B

0% 51,82% B 55,7% B
Después 6% 83,84 % A 63,08 % AB
8% 90,6 % A 53,72 % BC

15



En la Tabla 5, se describe en el analisis de varianza de la concentracion espermatica, que existe

diferencia estadistica (p-valor <0,0001) pre y post descongelacion.

Tabla 5.

Analisis de la Varianza (SC tipo Il1) de concentracion espermatica

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 41214,906 5 8242,981 176,910 <0,0001
TTO 4212,877 2 2106,438 45,208 <0,0001
Momento 32420,266 1 32420,266 695,799 <0,0001
TTO*Momento  4581,763 2 2290,881 49,167 <0,0001
Error 2516,092 54 46,594
Total 43730,998 59

En la Tabla 6, se evidencia en el analisis de varianza de la motilidad progresiva que existe

diferencia estadistica (p-valor <0,0001), asi también se describe que no hay diferencia

estadistica en el momento (0,4202) es decir, pre y post descongelacion.

Tabla 6.

Analisis de la Varianza (SC tipo I11) de motilidad progresiva

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo 5453,353 5 1090,671 10,777 <0,0001
TTO 1464,175 2 732,088 7,234 0,0016
Momento 66,782 1 66,782 0,660 0,4202
TTO*Momento  3922,397 2 1961,198 19,379 <0,0001
Error 5464,879 o4 101,201
Total 10918,232 59
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7. Discusion

7.1. Determinar si el Uso del Optixcell Combinado con Glicerol al 6% y 8% Mejora
La Motilidad y Vigor Espermético del Semen Pre y Post Congelacion.
Los hallazgos obtenidos para el presente objetivo indican que no hubo
diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) en la motilidad y vigor
espermatico al comparar los diferentes tratamientos. Esto indica que el porcentaje de
glicerol (6% y 8%) utilizado no tuvo un impacto relevante sobre la calidad espermética

antes y después de la descongelacion.

Sin embargo, aunque no existié diferencia significativa, se observo una ligera
variacion en la concentracion de glicerol tanto antes como después de la congelacion,
lo cual sugiere que, aunque el efecto no fue significativo, pueden existir factores
adicionales que influyen en la respuesta espermatica al crioprotector. Estos resultados
son consistentes con los hallazgos de Delgado & Quispe (2015), quienes indicardn que
la adicién de crioprotectores en concentraciones variables puede modular la respuesta
del espermatozoide al proceso de congelacion y descongelacion, aunque generalmente
sin diferencias significativas. De igual manera en el trabajo presentado por Bustani &
Baiee (2021) expusieron que la variacion observable en la respuesta del semen a los
crioprotectores puede depender de la concentracion utilizada, asi como de otros
factores intrusivos del semen, como la resistencia osmotica y la estabilidad de la

membrana plasmatica.

En el presente estudio la motilidad espermatica disminuyd con el glicerol al 6%
(48,29%) y al 8% (63,6%) en comparacion con la muestra sin glicerol (79,37%). Sin
embargo, después de la descongelacion, la motilidad mostrd6 una importante
propension a la recuperacion, especialmente con el glicerol al 6% (72,02). Los
resultados son consistentes con los hallazgos de Bustani & Baiee (2021), quienes
descubrieron que el glicerol, aunque también funciona como crioprotector, puede tener
efectos osmaticos adversos que reducen la motilidad espermatica en la fase previa a la
congelacién. Por el contrario, la motilidad total fue mayor post-descongelacion, lo que
sugiere que el uso del glicerol influye positivamente en la calidad seminal. Esto
concuerda con los resultados de la investigacion realizada por Ramonez, Landivar,
Pesantez, & Rodriguez, (2017) mencionan que la eficacia del glicerol (a partir del 4%),

como protector es aln mas notoria tras la descongelacién, donde se puede demostrar
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una mejor recuperacion de la motilidad (Raménez et al., 2017) en comparacion con la

demostracion sin la sustancia aplicada.

Segln los datos presentados en la Tabla 2, se observo que el tratamiento tuvo un
impacto significativo sobre el vigor espermético (p < 0,0001). Sin embargo, no se
detectaron diferencias estadisticamente significativas entre las evaluaciones realizadas
antes y después de la descongelacion (p = 0,6161). Se encontrd una interaccién
significativa entre el tratamiento y el momento de evaluacion (p = 0,0423), lo cual
sugiere que la efectividad del crioprotector varia dependiendo de cuando se evalue.
Este resultado coincide con lo reportado por Ansari et al. (2016), quienes sefialaron
que el uso de Optixcell, en concentraciones adecuadas, puede favorecer la motilidad y
el vigor espermatico tras la descongelacion, tanto en toros como en bufalos. En cuanto
a la Tabla 3, el andlisis de varianza sobre la motilidad total mostré efectos
significativos tanto del tratamiento (p = 0,0005) como del momento de evaluacién (p
= 0,0118), ademas de una interaccion altamente significativa entre ambos factores (p
< 0,0001). Estos resultados coinciden con lo reportado por Sharma et al. (2020),
quienes demostraron que el uso de glicerol en concentraciones moderadas mejora la
recuperacion de la motilidad después de la descongelacion en semen caprino, un efecto

que, por analogia, también podria aplicarse al semen bovino evaluado en este estudio.

Pizarro Baculima (2020) encontro que el uso de diferentes concentraciones de
crioprotectores no siempre resulté en mejoras significativas en los parametros de
motilidad y vigor espermatico post-descongelacion. No obstante, en este estudio se
observd que la motilidad total post-descongelacién fue superior, lo que indica un
posible efecto positivo del glicerol en la calidad seminal tras la criopreservacion. De
manera similar, en el presente estudio, aunque se observaron ligeras variaciones en
estos parametros con las concentraciones de glicerol al 6% y 8%, los cambios no
fueron estadisticamente significativos en la motilidad y el vigor espermatico con
dichas concentraciones, resultados que van de la mano con el estudio realizo por
Trujillo Garcia, D. A. (2017).

A pesar de estas ligeras variaciones entre los diferentes porcentajes de glicerol, estos
cambios no fueron lo suficientemente relevantes desde el punto de vista estadistico,
resultados que coinciden con investigaciones previas, como la realizada por Sanchez

et al. (2013), quienes evaluaron diversos crioprotectores en la conservacion de
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espermatozoides y llegaron a la conclusiébn de que las variaciones en las
concentraciones de glicerol no siempre se traducen en mejoras en la motilidad y vigor
de los espermatozoides después de la descongelacion. El uso de Optixcell en conjunto
con glicerol en concentraciones del 6% y 8% no resultd en mejoras apreciables en la
motilidad y vigor de los espermatozoides antes y después de la descongelacion. En
este sentido, los resultados de estudios previos han demostrado que la efectividad del
glicerol como crioprotector puede depender de cémo interacta con otros componentes

del medio de congelacién (Martinez et al., 2017).

7.2. Comparar la Viabilidad y Vitalidad del Semen Utilizando Optixcell con las
Concentraciones de Glicerol al 6% y 8% tras el Proceso de Descongelacién.
Segln los resultados obtenidos, no se encontraron diferencias significativas en la
calidad del semen entre las concentraciones de glicerol (6% y 8%) en el analisis de
viabilidad y vitalidad tanto antes como después de la descongelacion (p > 0,05). Esto
sugiere que, dentro de los rangos estudiados, la concentracién de glicerol no tiene un
impacto notable en la calidad del semen tras el proceso de descongelacion (Sharma et
al., 2020).

En la Tabla 5 se evidencid que la concentracidn espermatica vario de forma significativa
(p < 0,0001), tanto en funcién del tratamiento aplicado como del momento en que se
realizd la evaluacion. Ademas, se observo una interaccion significativa entre ambos
factores (p < 0,0001), lo que indica que el efecto del tratamiento sobre la concentracion
espermatica depende del momento en que se mide. Estos hallazgos estan en linea con
lo informado por Ansari et al. (2016), quienes destacaron que la combinacion de
Optixcell con concentraciones adecuadas de glicerol puede mejorar notablemente la

concentracion espermatica luego del proceso de descongelacion.

Después del proceso de descongelacion, los resultados mostraron que tanto en el grupo
sin glicerol (0%) como en los grupos con 6% y 8% de glicerol, los parametros de calidad
espermatica mejoraron significativamente con respecto a los valores antes de la

congelacion, como lo menciona en su trabajo investigativo Valderrama et al., (2011).

En la evolucién de la motilidad, antes de la congelacion, el grupo sin glicerol presentd
la mayor motilidad (71.47%), mientras que el tratamiento con glicerol al 6% presentd
una reduccion (40.48%), y de 8% un ligero aumento, es decir mejord parcialmente
(55.02%). No obstante, tras la descongelacion, la motilidad tuvo un aumenté en todos
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los tratamientos, con una mejora notable especialmente en la concentracion de 6%. Este
aumento puede atribuirse tanto a la accion protectora del Optixcell, como al efecto
positivo del glicerol en la recuperacion espermatica post-descongelacién. Esto se alinea
con lo mencionado por IMV Technologies, (2021), Optixcell mejora la motilidad ya que
facilita la recuperacion de los espermatozoides durante el proceso de descongelacion lo
que lo vuelve un papel clave en la preservacion de la calidad espermatica (IMV
Technologies, 2021).

Los resultados presentados en la Tabla 6 muestran que el tratamiento influyé de manera
significativa en la motilidad progresiva (p = 0,0016). En cambio, el momento de
evaluacion (antes o después de la descongelaciébn) no mostrd diferencias
estadisticamente relevantes (p = 0,4202). Sin embargo, la interaccion entre tratamiento
y momento si fue significativa (p < 0,0001), lo que sugiere que el efecto del tratamiento
varia segun el punto en que se evalUe. Este resultado es relacionado con lo planteado
por Calle et al. (2021), quienes al comparar distintos dilutores comerciales concluyeron
que la eficacia del glicerol estd estrechamente relacionada con el tipo de diluyente

utilizado y las condiciones especificas del proceso de criopreservacion.

Hallazgos que coinciden con Calle (2021) y Villarreal et al. (2021), el cual menciona en
su trabajo investigativo que no existe un impacto significativo entre concentraciones de
glicerol con valores similares al rango porcentual de esta investigacion (6 y 8 %) lo cual
no afecta a los que es la motilidad y viabilidad post-descongelacion. Ademas, otros
autores Rodriguez, Garcia, & Esteban, S. (2016) también sugieren que las
concentraciones de glicerol dentro de un rango similar pueden no tener un impacto
significativo en la viabilidad y vitalidad espermatica, especialmente cuando se utilizan
en condiciones de descongelacion controladas, resultados que se ajustan con los

obtenidos en este trabajo investigativo.
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8. Conclusiones

La combinacion de Optixcell con glicerol en concentraciones del 6% y 8% no tuvo un
efecto negativo sobre la calidad ni la viabilidad del semen de toros mestizos Jersey. De
hecho, los parametros espermaticos evaluados se mantuvieron dentro de los rangos
aceptables para su uso reproductivo. Estos resultados sugieren que ambas
concentraciones de glicerol son compatibles con Optixcell y representan una opcién

viable para la criopreservacion de semen bovino.

Si bien no se registraron mejoras estadisticamente significativas en la motilidad ni en el
vigor espermatico antes y después de la congelacion, los datos mostraron una tendencia
positiva hacia la recuperacion de la motilidad tras la descongelacion, particularmente
con el uso de glicerol al 8%. Esto podria sefialar un efecto favorable de esta
concentracion en la estabilidad y recuperacion funcional de los espermatozoides,
resaltando asi el potencial de esta combinacion para conservar la capacidad reproductiva

del semen luego del proceso de criopreservacion.
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9. Recomendaciones

Seria conveniente explorar el efecto de concentraciones de glicerol por debajo del 6%
y por encima del 8%, siempre en combinacion con Optixcell. Esto permitiria determinar
si existen niveles mas adecuados que potencien la motilidad espermatica sin

comprometer la viabilidad tras la descongelacion.

Para una evaluacion maés integral de la calidad espermaética, se recomienda incluir
estudios adicionales como la evaluacion de la integridad de membrana plasmatica,
pruebas de resistencia osmotica y andlisis bioquimicos del semen. Estas herramientas
aportarian informacion mas detallada sobre el efecto de los crioprotectores a nivel

celular y funcional.

También se sugiere investigar diferentes esquemas de congelacion y descongelacion, ya
que el tiempo y la técnica aplicada en estos procesos pueden tener un impacto
significativo en la recuperacion de la motilidad. Este enfoque podria contribuir al disefio
de protocolos mas eficientes, especialmente adaptados a las caracteristicas del semen de

la raza Jersey.
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11. Anexos

Anexo 1. Variables de estudio

Variable

Tipo de Variable

Definicion

Indicadores

Vigor

Glicerol

pH

Motilidad total

Motilidad progresiva

Concentracion
espermatica

Motilidad rapida

Motilidad lenta

Motilidad circular

Motilidad local

Variable dependiente

Variable independiente

Variable dependiente

Variable dependiente

Variable dependiente

Variable dependiente

Variable dependiente

Variable dependiente

Variable dependiente

Variable dependiente

Observar los
espermatozoides en
condiciones Optimas

Se le afiadira dos tipos de
porcentaje de Glicerol el
cual servird como
crioprotector para probar
gue porcentaje de glicerol
mantiene una mejor calidad
espermatica después del
congelado

Evaluar si esta, Acido,
neutro o alcalino

Ver qué porcentaje de
motilidad total hay después
de agregarle los dos
porcentajes de glicerol
Ver qué porcentaje de
motilidad progresiva hay
después de agregarle los
dos porcentajes de glicerol
Ver que concentracion
espermaética hay después de
descongelar el semen con
los dos porcentajes de
glicerol agregado.

Ver qué porcentaje de
motilidad progresiva hay
después de agregarle los
dos porcentajes de glicerol
Ver qué porcentaje de
motilidad progresiva hay
después de agregarle los
dos porcentajes de glicerol
Ver qué porcentaje de
motilidad progresiva hay
después de agregarle los
dos porcentajes de glicerol
Ver qué porcentaje de
motilidad progresiva hay
después de agregarle los
dos porcentajes de glicerol

Micrémetros por
segundo

Glicerol al 6 y 8%

MedirelpHde1a 14

Observar si tiene el
porcentaje adecuado
para poder
comercializar
Observar si tiene el
porcentaje adecuado
para poder
comercializar
Observar si tiene el
porcentaje adecuado
para poder
comercializar

Observar si tiene el
porcentaje adecuado
para poder
comercializar
Observar si tiene el
porcentaje adecuado
para poder
comercializar
Observar si tiene el
porcentaje adecuado
para poder
comercializar
Observar si tiene el
porcentaje adecuado
para poder
comercializar
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