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RESUMEN

La crioconservacién de espermatozoides bovinos es la clave en la mejora genética y
sostenibilidad de la ganaderia a largo plazo. En Ecuador, Latacunga el ingreso a estas
tecnologias es limitado, y la recuperacion de espermatozoides mediante el lavado retrogrado es
un método importante para preservar genética valiosa tras el descenso del animal. Tuvo como
objetivos evaluar las células espermaticas recuperadas a través de lavado retrégrado
epididimarios, para comparar la calidad seminal del semen con distintos crioprotectores de
proteina animal (Optixcell) y vegetal (Triladyl). Se emple6 un disefio experimenta con
comparacion de grupos independientes, en el que se asignaron aleatoriamente 16 testiculos de
toros adultos (post mortem) a dos tratamientos Optixcell y Triladyl. Las muestras de semen se
obtuvieron mediante la técnica de lavado regresivo de la cola del epididimo evaluando
parametros de capacidad de supervivencia de los espermatozoides, como la motilidad masal,
individual, concentracion, vigor y volumen (antes y después de la crioconservacion). En las
pruebas complementarias, para evaluar las células espermaticas recuperadas a través de lavado
retrogrado epididimarios, los datos obtenidos no mostraron diferencias significativas desde el
punto de vista estadistico de la reduccion de motilidad entre OPTIXCELL y TRIDALYL,
(p>0,05). Al evaluar la funcionalidad espermatica se analiz6 la perdida de vigor y el indice de
recuperacion poscongelacion (IRC%). Con OPTIXCELL, la perdida de vigor fue

MODERADO para el 31,25%, mientras que en el 68,75%, “no hubo perdida de vigor”. En
cambio, con TRILADYL, hubo una perdida “moderada” del 18,75% y en un 81,25% “no hubo
perdida de vigor”. En este caso TRILADYL fue ligeramente superior a pesar de no encontrarse
diferencias significativas entre los dos. Para IRC% (p>0,05), no hay diferencia significativa. Al
comparar la calidad seminal de los crioprotectores, no se pudo evidenciar ninguna diferencia
estadisticamente significativa. En conclusion, ambos crioprotectores pueden utilizarse para
conservar la calidad seminal con unas pequerias preferencias hacia TRILADYL.

Palabras clave: crioconservacion, lavado retrogrado, motilidad, funcionalidad espermatica
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ABSTRACT

The cryopreservation of bovine sperm is key to genetic improvement and the long-term
sustainability of livestock farming. In Ecuador, specifically in Latacunga, access to these
technologies is limited, and sperm recovery through retrograde washing is an important method
for preserving valuable genetics after the animal’s death. The objective of this study was to
evaluate sperm cells recovered through epididymal retrograde washing to compare the semen
quality using different cryoprotectants: animal protein-based (Optixcell) and plant-based
(Triladyl). An experimental design with independent group comparisons was employed,
randomly assigning 16 post-mortem bull testicles to two treatments: Optixcell and Triladyl.
Semen samples were obtained through retrograde washing of the epididymal tail, evaluating
sperm viability parameters such as mass and individual motility, concentration, vigor, and
volume (before and after cryopreservation). In complementary tests evaluating the sperm cells
recovered through epididymal retrograde washing, the data did not show statistically significant
differences in motility reduction between Optixcell and Triladyl (p>0.05). Sperm functionality
was assessed by analyzing the loss of vigor and post-thaw recovery rate (PRR%). With
Optixcell, 31.25% showed moderate vigor loss, while 68.75% showed no loss of vigor. In
contrast, with Triladyl, 18.75% showed moderate vigor loss, and 81.25% showed no loss of
vigor. Although no statistically significant differences were found, Triladyl showed slightly
superior results. For PRR% (p>0.05), no significant difference was observed. Therefore, no
statistically significant differences were found when comparing the semen quality of the
cryoprotectants. In conclusion, both cryoprotectants can be used to preserve semen quality, with
a slight preference for Triladyl.

Keywords: cryopreservation, retrograde washing, motility, sperm functionality.
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Se centra en la crioconservacion de espermatozoides bovinos, un elemento clave en la
preservacion de la biodiversidad y el mejoramiento genético a través de la produccién animal
(Segura, y otros, 2023). En el contexto ecuatoriano, y particularmente en el canton Latacunga,
donde la ganaderia representa un pilar econdmico importante, esta técnica cobra especial
relevancia dado el valor genético que tiene la investigacion. Sin embargo, la obtencion de semen
de alta calidad para la crioconservacion puede verse limitada por factores como la muerte
inesperada de especies de alto rendimiento genético. En estos casos, recatar los espermatozoides
del epididimo después de la muerte se presenta como una alternativa viable para preservar

material genético valioso

Esta investigacion busca abordar esta problematica mediante la extraccion y crioconservacion
de espermatozoides del epididimo, evaluando su eficacia sobre dos tipos de crioprotectores
(animal y vegetal) en la criopreservacion espermética. Se busca generar conocimiento sobre las
mejores practicas para la crioconservacion de semen bovino obtenido post mortem,

adaptandolas a las condiciones locales de Latacunga.

Los centros de investigacién y universidades también se beneficiaran al generar nuevo
conocimiento cientifico y formar profesionales en el area de biotecnologia animal. EI impacto
de esta investigacion radica en su contribucion a el mantenimiento de la variedad biolégica, el
mejoramiento genético y el crecimiento sostenible del sector ganadero en Latacunga. Su
relevancia se basa en la busqueda de soluciones practicas para la preservacion de recursos

genéticos y la mejora de la productividad ganadera.

La utilidad practica de este estudio se materializa en la disponibilidad de semen de alta calidad
para la inseminacion artificial, incluso después de la muerte del animal. Ademas, se espera
optimizar los procesos de crioconservacion, aumentando la eficiencia y reduciendo costos, a la

vez que se desarrollan protocolos adaptados a las condiciones y recursos locales.

3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

3.1. Beneficiarios directos

Criadores de ganado bovino en la provincia de Cotopaxi

3.2. Beneficiarios indirectos

Estudiantes, centros de investigaciones, diversas instituciones acadéemicas.



4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION:

La crioconservacion de espermatozoides se ha consolidado como una herramienta esencial en
la reproduccién animal, con un impacto significativo en el resguardo del ecosistema y el
desarrollo biotecnologico. Sin embargo, su aplicacion, eficiencia y acceso varian

considerablemente segun el contexto global, nacional y local (Martinez y Pineda, 2024).

A nivel global, la crioconservacion de espermatozoides ha experimentado avances
significativos, impulsados por la creciente demanda, la necesidad de preservar la biodiversidad
genética y el desarrollo de nuevas tecnologias reproductivas (Castafio y Mesa, 2022). La
globalizacion ha facilitado el intercambio de material genético, permitiendo la introduccién de
razas mejoradas en diferentes regiones y ofreciendo acceso a recursos genéticos valiosos para

la produccion ganadera y la adaptacion al cambio climatico.

No obstante, este avance también conlleva desafios importantes. Existen disparidades en el
acceso a estas tecnologias entre paises desarrollados y en desarrollo, enfrentando retos muy
importantes, asi como la inexistencia de infraestructura, equipamiento y personal capacitado.
Estas limitaciones afectan la aplicacion de técnicas avanzadas, incrementando las desigualdades
en la produccion y limitando los beneficios de la biotecnologia en muchas regiones (L6pez,
2023). Ademas, la crioconservacion plantea desafios éticos y técnicos que deben ser

considerados en su implementacion (Segura et al., 2023).

En Ecuador, la crioconservacion de espermatozoides representa una herramienta clave para
mejorar la productividad ganadera, la competitividad del sector y la sostenibilidad de los
sistemas productivos. Sin embargo, su aplicacion enfrenta varios obstaculos (Rosete et al.,
2021).

Uno de los aspectos mas relevantes tenemos lo que es la carencia de infraestructura y tecnologia
apropiada. La disponibilidad de centros de crioconservacion es limitada, sobre todo en las areas
rurales, donde se concentran la mayoria de los pequefios ganaderos. Ademas, la escasez de
equipos especializados y la falta de personal capacitado restringen la aplicacion de técnicas
avanzadas, dificultando la mejora genética del ganado y la eficiencia reproductiva (Valdivieso,
2021).

Otro desafio importante es la ausencia de politicas claras y regulaciones especificas para la
crioconservacion de espermatozoides. La falta de un sistema nacional de registro y control de

material genético afecta la trazabilidad y el aprovechamiento de los recursos genéticos, lo que



podria generar pérdida de diversidad genética y propagacion de enfermedades (Martinez y
Pineda, 2024).

En el canton Latacunga, la ganaderia desempefia un papel fundamental en la economia local,
con sistemas productivos que van desde pequefios productores familiares hasta empresas con
mayor grado de tecnificacion. Si bien la crioconservacion de espermatozoides tiene el potencial
de fortalecer el desarrollo del sector ganadero local, su implementacién enfrenta desafios

especificos.

Uno de los principales obstaculos es el acceso limitado a la tecnologia y los servicios de
crioconservacion. Actualmente, la oferta de estos servicios en Latacunga es escasa, lo que
obliga a los ganaderos a recurrir a centros ubicados en otras ciudades, incrementando los costos
y la complejidad del proceso. La falta de acceso a equipos y materiales de calidad afecta la
eficiencia de la crioconservacion, dificultando su aplicacion, especialmente para los pequefios

productores.

Otro desafio importante es la conservacidn de razas bovinas locales. En la region existen razas
adaptadas a las condiciones agroecoldgicas del area, pero su conservacion se ve amenazada por
la introduccion de razas exoticas y la falta de programas de mejoramiento genético que valoren
y preserven su diversidad. La crioconservacion de espermatozoides podria jugar un papel clave
en la preservacion del patrimonio genético local, asegurando su adaptacién al entorno y su

potencial productivo a largo plazo (Almeida et al., 2021).

Ante este contexto, surge la siguiente cuestion: ¢ Cual es la eficacia de los crioprotectores a base
de proteina animal y vegetal en la crioconservacion de espermatozoides bovinos obtenidos

mediante lavado retrogrado de la cola del epididimo en condiciones post mortem?

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Evaluar los efectos de crioprotectores a base de proteina animal y vegetal sobre las
caracteristicas de semen de bovinos obtenidas mediante lavado retrogrado, de la cola del

epididimo en post mortem.
5.2. Objetivos Especificos

» Evaluar las células espermaticas recuperadas a través de lavado retrogrado
epididimarios.



» Comparar la calidad seminal con distintos crioprotectores.

6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION CON LOS OBJETIVOS
PLANTEADOS

Este apartado tiene como propoésito describir las funciones del sistema de trabajo que se llevan
a cabo para logar todos los objetivos planteados en la investigacion denominada
“Crioconservacion de espermatozoides obtenidos mediante lavado retrogrado de la cola del
epididimo tras la muerte en bovinos a base de dos crioprotectores”. En la tabla 1, se observan

dichas actividades.

Tabla 1. Acciones y estructura de tareas alineadas con los objetivos planteados.

OBJETIVOS ACTIVIDAD METODOLOGIA RESULTADOS
Evaluar las| - Recolectar - Utilizar un protocolo | - Obtener datos
células muestras de uniforme para la| cuantitativos sobre la
espermaticas semen de bovinos | obtencion y | motilidad
recuperadas a | POStmortem procesamiento  del | espermatica
través de lavado mediante lavado semen. . (porcentaje de
retrogrado retrogrado de la | - Apl!c,ar técnlca}s_ de | espermatozoides
epididimarios co!a dc_al tincion espec_lflcas moviles, velocidad,

' epididimo. para la evaluacion etc.).
- Realizar analisis morfoldgica - Determinar las

morfoldgico de
los
espermatozoides

espermatica
- Utilizar un sistema
de clasificacion de

alteraciones
morfologicas en los
espermatozoides

mediante la | alteraciones crioconservados.
observaciéon en | morfologicas
microscopio estandarizado.
optico. - Utilizar un protocolo
- Clasificar  las estandarizado para la

alteraciones
morfoldgicas
observadas
(defectos de
cabeza, pieza
intermedia, cola,
etc.).

Cuantificar la
frecuencia de
cada tipo de
alteracion.

crioconservacion.




OBJETIVOS ACTIVIDAD METODOLOGIA RESULTADOS
- Evaluar la
motilidad y
funcionalidad
espermatica.
Comparar la | - Comparar los | - Aplicar técnicas de |- Establecer  si hay
calidad seminal | resultados de | andlisis estadistico | variaciones
de semen con movimiento, para comparar los | significativas en la
distintos forma y | parametros de | calidad seminal
crioprotectores. viabilidad calidad seminal | (motilidad, morfologia,
espermatica entre los dos grupos | funcionalidad) entre las
obtenidos con los de tratamiento. muestras
dos - Utilizar métodos de | criopreservadas con
crioprotectores. correlacién para | crioprotector a base de
- Realizar analisis | ganalizar la relacion | Pproteina animal y
estadisticos para | antre las variables. vegetal.
verificar si existe - Identificar el
hay disparidades crioprotector que ofrece
entre los dos mejores resultados en
grupos. términos de calidad
- Analizar la seminal
relacion entre la postdescongelacio
calidad seminal y n.
el tipo de
crioprotector
utilizado.

7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

7.1. Aparato reproductor del macho

Los ejemplares de las diversas especies domesticadas poseen drganos sexuales que varian
seguin su anatomia, el ambiente en el que evolucionaron y sus necesidades especificas. A pesar
de esta variabilidad, existen estructuras que, aunque tienen formas distintas, desempefian
funciones equivalentes en todas las especies. El sistema reproductivo del toro conta de las
siguientes partes: (San Juan,20023)

7.2. Testiculos

Los testiculos del toro son drganos esenciales en el sistema reproductor masculino,
fundamentales en la generacion de espermas (espermatogénesis) asi como hormonas
reproductivas, siendo la testosterona la principal. Estos 6rganos estan alojados en el escroto,

una textura cutanea que ayuda a controlar la temperatura ligeramente inferior a la corporal,



condicion necesaria para la produccion eficiente de espermatozoides (Arbaiza & Cabrera,
2021).

La ubicacion externa de los testiculos permite un control térmico adecuado, ya que la
espermatogénesis requiere un ambiente mas fresco que el del interior del cuerpo. Internamente,
los testiculos estan compuestos por una red de tubos espermaticos, que son canales tubulares
enrollados donde ocurre la espermatogénesis. Estos tdbulos estan revestidos por células
germinales en varias fases de maduracion, desde las espermatogonias (células madre) hasta los
espermatozoides completamente formados (Loor, 2022). Entre estas células germinales se
encuentran las células de Sertoli, o células de sostén, que tiene una funcién crucial en la
nutricion y el soporte acerca de las células germinales durante su desarrollo. Ademas, las células
sustentaculares producen la hormona supresora, que regula dicha produccién de
espermatozoides utilizando un mecanismo de retroalimentacion negativa con misma la hipofisis
(Quijano & Ramirez, 2023).

En el tejido intersticial, ubicado entre los conductos estan las células de Leydig. Estas células
se consideran responsables sobre la produccion del androgeno principal, la hormona masculina
que controla el desarrollo de los rasgos sexuales secundarios, como la masa muscular y la voz
profunda, asi como aquel comportamiento sexual y la espermatogénesis. La testosterona
también es esencial para mantener la libido y la capacidad reproductiva del toro (Almeida &
Conceicao, 2024).
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Figura 1. Esquema del testiculo del toro (Hernandez, 2018)
7.3. Epididimo

El epididimo es un 6rgano alargado compuesto por multiples vueltas del conducto epididimario.

Se encuentra adherido a uno de los bordes del testiculo y puede extenderse ligeramente hacia



ambos polos testiculares. Se divide en tres secciones: la cabeza, que se encuentra unida a la
capsula testicular y recibe los conductos eferentes que se combinan para formar el conducto
epididimario, donde los espermatozoides maduran; el cuerpo, que estd menos adherido a la zona
superficial y forma una cavidad conocida como bolsa testicular; y la cola, que se conecta hacia
el testiculo a través de un ligamento denominado ligamento propio. En esta zona, la medida del
conducto disminuye y da origen al conducto deferente. El lumen del conducto epididimario
permanece vestido mediante un epitelio cilindrico pseudoestratificado con estereocilios, cuyas

células también tienen una funcidn secretora (Galina C, 2021).

En este proceso, los espermatozoides son transportados, concentrados, madurados y
almacenados hasta el momento de la eyaculacién, cuando pasan al conducto deferente para ser
expulsados. Si no ocurre la eyaculacion, las células de la cola del epididimo los absorben
(Torrez,2012).

7.4. Maduracion de los espermatozoides en el epididimo

Cuando los espermatozoides de mamiferos que abandonan el testiculo, no poseen la capacidad
de identificar ni fusionarse con los dvulos. Para desarrollar estas habilidades, deben pasar por
varias modificaciones durante su paso a lo largo del epididimo. Estos cambios comprenden
modificaciones morfoldgicas, como el desplazamiento de la gota citoplasmatica hacia aquella
parte inferior de la cola, la fijacion de la cromatina nuclear por medio enlaces de sulfurados,
modificaciones en la formacion de las membranas, un incremento en la vulnerabilidad al dafio
por choque frio, asi como el progreso de la motilidad y la obtencion de la capacidad
reproductiva (Valverde E, 2016).



Figura 2. Epididimo-mundo pecuario (Gelvez, s/f)

7.5. Conductos deferentes

Los conductos espermaticos, dos conductos con tejidos musculares, que trasladan
espermatozoides desde la cola del epididimo hasta el conducto urinario. En este trayecto, los
espermatozoides se mezclan con las secreciones de las glandulas accesorias: las vesiculas
seminales, que aportan un liquido rico en fructosa para proporcionar energia a los
espermatozoides; la préstata, que secreta un liquido alcalino para neutralizar la acidez de la
vagina y activar la motilidad espermatica; y las glandulas bulbouretrales, que producen un

liqguido mucoso para lubricar la uretra (Martinez & Pineda, 2024).

7.6. Glandulas anexas

Las glandulas accesorias del sistema reproductor, ubicadas donde los conductos deferentes se
unen para formar la uretra, producen la mayor parte del liquido en el semen, ademas de activar
los espermatozoides. Las vesiculas seminales, conectadas a la uretra, son responsables de esta

secrecion.

La prostata, mas pequefia en los toros, también contribuye a la secrecién, aunque en menor
cantidad. Las glandulas de Cowper, ubicadas a los lados de la uretra, secretan un fluido claro
que limpia la uretra antes de la copula. En ocasiones, estas glandulas pueden infectarse,

causando semen turbio o amarillo, especialmente en los toros, donde las vesiculas seminales
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pueden inflamarse. En general, el problema se resuelve con antibioticos o de forma espontanea

con el tiempo. University of Missouri Extension. (2017)

7.7. La espermatogénesis

La espermatogénesis es la serie de eventos biolégico por medio del cual se crean los
espermatozoides en los tubulos seminiferos de los testiculos. Este proceso, comienza en la
pubertad y persiste a lo largo de toda la vida del toro, esta estrictamente regulado por una serie
de hormonas, principalmente la hormona estimulante del foliculo (FSH) y la hormona
luteinizante (LH) (Taipe et al., 2022). Durante la maduracion, los espermatozoides se desplazan
al epididimo, donde adquieren motilidad y la capacidad de fertilizar un 6vulo.

La eyaculacion es el proceso mediante el cual el semen es expulsado a través del pene, donde
los espermatozoides se integran con los fluidos de las glandulas accesorias. Este proceso es
parte integral de la funcion reproductora del toro, la cual se ve regulada por un complejo sistema

hormonal que estan relacionados con el hipotalamo, la hipoéfisis y los testiculos.

El hipotalamo secreta la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), que a su vez activa a
la hipofisis para liberar FSH, asi como LH. La FSH desempefia una funcion crucial dentro de
la estimulacién de la produccion espermatica, mientras que la LH influye en las células de
Leydig en los testiculos, favoreciendo la generacion de testosterona. Esta hormona es esencial
no solo para el crecimiento y la correcta funcion de los érganos reproductores, sino también
para el comportamiento sexual y la manifestacion de caracteres sexuales secundarias en el toro
(Echegaray, 2024).

7.8. Proceso eyaculatorio

El musculo de la cola del epididimo se activa durante la excitacion sexual, moviendo los
espermatozoides se trasladan al conducto deferente. A pesar de aquella estimulacion
reproductiva, la duracién de transito par espermatozoides no cambia. Cuando no hay
eyaculaciones frecuentes, los espermatozoides se acumulan en la cola del epididimo y se
eliminan poco a poco por la orina. Los testiculos producen espermatozoides de forma continua,
y estos se almacenan en las colas del epididimo y en las ampollas del conducto. Los
espermatozoides avanzan en orden segun el dia en que fueron producidos, y los mas viejos estan
en la parte final de las vias, donde tienen menor viabilidad. Cuando el macho no eyacula, los
espermatozoides envejecen y se eliminan gradualmente por la miccién. Sara, R. Capdevielle,
E. (2018)
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7.8.1. Efectos de la presencia de liquido seminal

1. Capacidad reproductiva: La existencia de fluido seminal es esencial para la

reproduccion, ya que transporta los espermatozoides durante la eyaculacion.

2. Calidad del semen: La calidad del liquido seminal puede afectar la fertilidad del toro.
Un liquido seminal de buena calidad debe tener una adecuada concentracion de

espermatozoides, movilidad y morfologia.

3. Salud reproductiva: La presencia de liquido seminal puede ser un indicador de la salud
reproductiva del toro. Problemas como la inflamacion o infeccion del tracto reproductivo

pueden afectar la calidad y cantidad del liquido seminal. Vasquez et al. (2016)

7.8.2. Efectos de la ausencia de liquido seminal
1. Infertilidad: La ausencia de liquido seminal puede ser un indicador de infertilidad en el toro.

2. Problemas de salud: La ausencia de liquido seminal puede originarse por afecciones de salud

internos, como infecciones, inflamaciones o lesiones en el tracto reproductivo.

3. Dificultades para la reproduccion: La ausencia de liquido seminal puede hacer que la
reproduccion sea mas dificil o imposible, lo que puede afectar la productividad y la eficiencia

de la ganaderia. VVasquez et al. (2016)

7.9. Métodos de colecta
7.9.1. Vagina artificial

Se considera un método efectivo con el fin de obtener eyaculados de algunas especies animales,

como bovinos, ovinos, caprinos y équidos. Su temperatura y presion adecuadas simulan de
forma mas precisa las condiciones naturales del depdsito de semen en la vagina de las hembras,
lo que permite obtener eyaculados con caracteristicas normales y representativas (Avaloz J,
2021).

7.9.2. Electroeyaculador

Es otro método comUnmente utilizado cuando no es posible entrenar a los toros para la recogida
de semen. El voltaje requerido para la recoleccion varia segun el toro, al igual que los posibles
efectos secundarios, como la contraccién muscular generalizada. Esta técnica presenta algunos
inconvenientes, como la posible contaminacion del semen con orina y la variabilidad en la

calidad de los eyaculados obtenidos. En algunos casos, para reducir la intensidad de los efectos
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secundarios en los toros, se han probado dos enfoques: la anestesia epidural y la sedacion
(Issu,2022).

7.9.3. Lavado retrégrado post-mortem

El lavado retrogrado es una técnica utilizada para obtener espermatozoides del epididimo de
toros, especialmente después de la muerte (post mortem). El epididimo es un conducto largo y
estrecho ubicado junto al testiculo donde los espermatozoides maduran y se almacenan
(Delgado & Morocho, 2023). EI procedimiento implica insertar una aguja en el conducto
deferente (responsable de transportar los espermatozoides desde el epididimo hasta la fase de
uretra) y luego se inyecta un liquido de lavado en direccion opuesta al flujo normal de los
espermatozoides. Este liquido ayuda a desprender los espermatozoides del epididimo y a

arrastrarlos hacia afuera, donde se recolectan en un tubo (Villamil, Pinzén, & Buitrago, 2024).

El lavado retrogrado encuentra su principal aplicacién en dos escenarios distintos. En primer
lugar, se erige como un recurso fundamental en la recuperacion de espermatozoides post
mortem, especialmente cuando un toro de valor genético excepcional fallece. Esta técnica
permite preservar su material genético con el fin de ser empleado en programas de inseminacién
artificial, perpetuando asi su valiosa contribucidn genética a pesar de su ausencia fisica (Rosas,
2019).

En segundo lugar, el lavado retrégrado puede ser empleado como una herramienta diagnostica
en casos de infertilidad masculina. Cuando un toro presenta dificultades para procrear sin una
causa aparente, este procedimiento puede revelar la presencia de obstrucciones en el conducto
deferente, impidiendo el paso de los espermatozoides (Calderén & Pintado, 2023). A pesar de
su utilidad, el lavado retrogrado no est4 exento de limitaciones. Requiere personal altamente
capacitado para llevar a cabo el procedimiento de manera efectiva y garantizar la calidad de los
espermatozoides recuperados. Ademas, su eficacia puede verse influenciada por factores como

el tiempo transcurrido desde la muerte del toro, su edad, raza y estado de salud previo.

7.10. Crioconservacion

La crioconservacion es una técnica que permite preservar células y tejidos a temperaturas
extremadamente bajas (-196°C). Esta tecnologia ha revolucionado la biologia, la medicina y la
agricultura. Su aplicacion en la reproduccion animal, especialmente en la conservacion de
espermatozoides, ha impulsado el mejoramiento genético, la conservacion de la biodiversidad

y la eficiencia en la produccion de alimentos (Mocé, y otros, 2023). Para comprender esta
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fascinante técnica, es esencial adentrarse en los fundamentos que la sustentan, explorando los
principios fisicoquimicos que rigen la congelacion y descongelacion, y como estos procesos

inciden sobre la estructura y la operatividad de las células.

Cuando una solucion acuosa, como el semen, descienden a temperaturas por debajo de su punto
de congelacion, el agua comienza a formar cristales de hielo. Este proceso, denominado
nucleacion, puede ser homogéneo, cuando se forma hielo en el seno del liquido sobre enfriado,
0 heterogéneo, cuando la formacidn de hielo se inicia sobre particulas o superficies presentes

en la solucion.

La formacion de estructuras cristalinas de hielo tiene algun impacto significativo sobre las
células. A medida que el agua se congela, se produce una deshidratacion celular, lo que aumenta
la densidad de solutos dentro de la célula. Este aumento de la osmolaridad puede causar dafio
celular por estrés osmotico (Echegaray, 2024). La descongelacion, al igual que la congelacion,
es un proceso critico que puede afectar la viabilidad celular. Durante la descongelacion, los
cristales de hielo se funden, y el agua vuelve a ingresar a las células. Si la descongelacion es
demasiado lenta, los cristales de hielo pueden crecer y causar mayor dafo celular. Por otro lado,
si la descongelacion es demasiado rapida, puede producirse un choque osmético debido al

rapido ingreso de agua a las células (Choez, Zambrano, & Marini, 2024).

Efectos de la crioconservacién en los espermatozoides

0 Dafio a la membrana plasmatica
La membrana celular de los espermatozoides es esencial para regular el intercambio de
sustancias con el medio externo, mantiene la integridad celular y participa en procesos clave
como la preparacion y la activacion acrosémica. Durante el proceso de crioconservacion, la
cristalizacion del hielo y la perdida de agua que pueden alterar la flexibilidad y la capacidad de
permeabilidad de la membrana, provocando la pérdida de componentes esenciales, la entrada
de sustancias dafiinas y la desestabilizacion de su estructura (Borbona, y otros, 2022).

Estos cambios pueden resultar en:

*

¢+ Disminucién de la motilidad: La alteracion de la membrana puede afectar la funcion de las
proteinas transmembrana que participan en la generacion de energia y el movimiento del

flagelo.

*

+«+ Reduccidn de la viabilidad: El dafio en la membrana puede llevar a la muerte celular.

X/
°e

Incapacidad para la habilidad de respuestas acrosomica: Es aquella alteracion de la

composicion lipidica de la membrana puede con los procesos de capacitacion y reaccion
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acrosomica, esenciales para la fertilizacion (Chaves, Murchie, & Koyess, 2020). 0 Dafio al
acrosoma
El acrosoma es una estructura vesicular en la cabeza del espermatozoide que alberga enzimas
hidroliticas necesarias para atravesar la zona pellcida del 6vulo durante la fertilizacion. La
crioconservacion puede dafiar la membrana acrosomal, provocando la liberacion prematura de

enzimas o la incapacidad para liberarlas en el momento adecuado.
El dafio acrosomal puede manifestarse como:

++ Reaccidon acrosomica espontanea: La liberacion prematura de enzimas acrosomales

incapacita al espermatozoide para fertilizar el évulo.

¢ Incapacidad para la reaccion acrosémica: La alteracion de la membrana acrosomal puede
impedir la liberacion de enzimas en el momento de la fertilizacion, impidiendo la

penetracién en el 6vulo (Almeida & Conceicao, 2024).

- Dafio al ADN
El ADN del espermatozoide, portador de la informacion genética paterna, es susceptible al dafio
durante la crioconservacion. La cristalizacion del agua en el hielo, el estrés osmotico, ademas
de la generacion de especies reactivas de oxigeno pueden provocar roturas en las cadenas de
ADN, alteraciones en su estructura y mutaciones.

El dafio al ADN puede tener consecuencias como:

% Disminucidon de la fertilidad: La fragmentacion del ADN puede interferir con la fertilizacion

y el desarrollo embrionario.

% Aumento de la incidencia de anomalias congénitas: Las mutaciones en el ADN espermatico
pueden transmitirse a la descendencia, aumentando el riesgo de malformaciones y

enfermedades genéticas (Segura, y otros, 2023).

- Alteraciones en la motilidad
La motilidad espermatica es un parametro crucial para la fertilidad, ya que permite a los

espermatozoides desplazarse recorriendo el tracto reproductor femenino para llegar al évulo.
La crioconservacion puede afectar la motilidad de diversas maneras, reduciendo la velocidad,

la progresividad y la viabilidad de los espermatozoides.

Las alteraciones en la motilidad pueden deberse a:
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X/
o

Dafio a la membrana plasméatica: Como se menciond anteriormente, la alteracion de la

membrana puede afectar el rol de las proteinas asociadas al movimiento flagelar.

+« Dafio a las mitocondrias: Las mitocondrias, responsables de la produccién de energia para
el movimiento, pueden ser dafiadas durante la crioconservacion, lo que reduce la motilidad

espermatica.

+«+ Alteraciones en el axonema: El axonema, estructura interna del flagelo, puede sufrir dafios
durante la crioconservacion, afectando la capacidad de movimiento (Yafiez, Becerra,
Herradon, Pefia, & Quintela, 2022).

7.11. Evaluacion espermatica

La calidad del semen de un toro se puede apreciar influenciada debido a causa de diferentes
factores, como la edad, y el estado nutricional, las enfermedades y el estrés. La evaluacion
espermatica se convierte en una herramienta invaluable para monitorear la salud reproductiva
de los toros a lo largo del tiempo. Al realizar evaluaciones periddicas, los ganaderos pueden
identificar cualquier cambio en la calidad del semen y tomar medidas preventivas o correctivas
para preservar la fertilidad de sus reproductores (Valverde, 2021). La evaluacion espermatica
también se extiende al ambito de la conservacion genética. Al evaluar la calidad del semen antes
de su congelacion, los ganaderos pueden asegurar la viabilidad de los espermatozoides a largo
plazo. Esta préctica permite preservar el material genético de toros valiosos, ya sea por su raza,
caracteristicas productivas o valor historico, garantizando asi la continuidad de su legado para

generaciones futuras.

7.11.1. Evaluacién macroscépica

Se evalta mediante criterios fundamentados en el rango de concentracion de esperma, segin la
turbidez de las muestras, lo cual refleja una mayor o menor densidad espermatica. Esta
evaluacion inicial debe ser confirmada con el analisis microscépico, en la que se determina con
precision la concentracion de espermatozoides utilizando una camara de Neubauer o cualquier

otra técnica de medicion (Valle T,2024).
En los bovinos, la densidad visible del semen se categoriza de la siguiente manera:

% Azoospérmico: Es la carencia de espermatozoides en el eyaculado.

o,

¢ Disminucion de epz: < 200 millones de espermatozoides/mL.



16

El volumen se evalla directamente con tubos falcén, con la consideracion de que un toro de

mas de 2 afios debe presentar un eyaculado de al menos 4 ml (Gomez M,2024). EI volumen

puede oscilar en testiculos post-mortem el cual tiene 0.4 a 0.5ml

7.11.2. Evaluacién microscopica

Motilidad masal: Podemos observar por un movimiento de masa esto se entiende porque
tiene ondas omegas, observamos con el lente microscopico de 10 X o de 40X

Motilidad individual: Esto se expresa como el porcentaje de espermatozoides en
movimiento bajo la observacion de un microscopio esta evaluacion de motilidad debe de
realizarse con un aumento de 10 X a una temperatura de 37 °C

Vigor: nos ayuda a tener en cuenta la velocidad del espermatozoide, aqui contamos con una
escala donde 0 — 4.

Concentracion: se refiere a la cantidad de espermatozoides presentes en un mililitro (ml) de
semen, utilizando la cdmara de neubauer para determinar la concentracion espermatica, nos
permite contabilizar los espermatozoides vivos. Funciona colocando una gota de semen
diluido en la cAmara. Se observa al microscopio en las cuadriculas de la camara. Se realiza

un célculo matematico para obtener la concentracion por ml. Aguero, G. (2015).

7.12. Diluyentes

La crioconservacion de espermatozoides de toros permite conservar el material genético de los

reproductores de alto valor con el objetivo de ser usado a futuro en programas (Mallma,

Quintanilla, & Quispe, 2021). No obstante, el proceso de congelacion y descongelacién puede

ser perjudicial para los espermatozoides, ya que pueden sufrir dafios en sus membranas

celulares, su ADN vy su capacidad de movimiento.

« TRILADYL.: Para preparar los diluyentes Triladyl®, se afiade al concentrado agua
destilada ademéas de yema de huevo fresca. La dilucion de los eyaculados ofrece un
amplio margen de variabilidad, sin influir negativamente los resultados de fertilidad. El
Triladyl se emplean con resultados favorables tanto en la eyaculacion con baja densidad
espermatica al igual que muestras de semen con baja concentracion celular
(Minutuvet,2022).

Esto quiere decir que contiene componentes que protegen a los espermatozoides durante el

proceso de congelacion y descongelacion, lo que ayuda a mantener su viabilidad y motilidad,

mejorando asi las posibilidades de éxito en los procedimientos de inseminacion artificial.
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También puede contener nutrientes y agentes antioxidantes que protegen a los espermatozoides

durante el almacenamiento.

Es un componente clave en los laboratorios de reproduccion animal para asegurar que los

espermatozoides se mantengan en buenas condiciones antes de ser utilizados en la inseminacion

* OPTIXCELL: Se trata del primer preservador de semen basado en liposomas
fabricados, sin proteina animal. Los liposomas ofrecen una solucion eficaz para
remplazar la yema de huevo Este producto garantiza una separacion y preservacion
segura de alta calidad para las dosis de semen, tanto fresco como congelados
(IMV,2020)

Esta suatancia diluyente se menciona que contiene una combinacién de nutrientes,
antioxidantes y protectores celulares que ayudan a preservar la integridad de los
espermatozoides mientras estan almacenados en nitrégeno liquido, asegurando su motilidad
y capacidad de fecundacién cuando se utilizan posteriormente en la inseminacion artificial.
En resumen, Optixcell permite una mejor calidad y mayor tasa de éxito en los
procedimientos de inseminacion artificial, especialmente cuando se utilizan semen

congelado.

8. VALIDACION HIPOTESIS

En lo que respecta a las hipotesis del presente estudio se tomaron en consideracion las

siguientes:

- Hipotesis alternativa: Existe una diferencia significativa en la calidad seminal
(motilidad, morfologia, funcionalidad) de espermatozoides bovinos obtenidos mediante
lavado retrdgrado de la cola del epididimo post mortem, criopreservados con
crioprotectores a base de proteina animal y vegetal.

- Hipdtesis nula: No existe diferencia significativa en la calidad seminal (motilidad,
morfologia, funcionalidad) de espermatozoides bovinos obtenidos mediante lavado
retrogrado de la cola del epididimo post mortem, criopreservados con crioprotectores a

base de proteina animal y vegetal.
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9. METODOLOGIA

9.1. Localizacion de estudio

Provincia de Cotopaxi, cantén Latacunga (Camal municipal) no existe limites claramente

identificados.
Posee las siguientes caracteristicas climatoldgicas:

- Altura: 2.276 m.s.n.m.
- Clima: templado andino
- Temperatura: 13°C- 26°C

- Precipitacion: 800 mm a 1200 mm

9.2. Tipo de investigacion

La investigacion realizada es de caracter experimental y transeccional, puesto que se manipulan
variables con comparacion de grupos independientes. La investigacion experimental se
caracteriza por la aplicacion de un disefio controlado en el que se comparan dos tratamientos
(crioprotectores) para evaluar su eficacia en la criopreservacion de espermatozoides. Con
respecto a la investigacion transeccional, se caracteriza por recopilar datos en un unico punto

en el tiempo o en un corto periodo de tiempo, sin u seguimiento longitudinal o repetido.

9.3. Disefio del estudio

La investigacidn obedece a un disefio experimental, comparativo y de campo

9.4. Enfoque Metodoldgico del estudio

El estudio sigue un enfoque cuantitativo, experimental y comparativo, con la finalidad de
evaluar la calidad seminal postdescongelacion, utilizando dos crioprotectores diferentes
(OPTIXCELL y TRILADYL).

9.5. Variables identificadas
« Variable independiente: tipo de crioprotector utilizado para criopreservar el semen.

« Variables dependientes:

O Motilidad individual antes y después de la congelacion (M. Individual)
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O Vigor espermatico
0 indice de Recuperacion de la Criopreservacion (IRC%)

O Reducciéon de motilidad

9.6. Muestra

Se utilizaron muestras seminales de 8 toros con edades comprendidas entre 15 y 18 meses, las
cuales fueron recolectadas inmediatamente después del sacrificio de los animales (recoleccién

de los testiculos).

9.7. Técnicas Utilizadas en la Investigacion

Para evaluar la calidad seminal y comparar el desempefio de los crioprotectores OPTIXCELL
y TRILADYL, se aplicaron las siguientes técnicas:

1.  Técnica de recoleccion y procesamiento del semen
» Lavado retrogrado de la cola del epididimo tras su sacrificio: Se recuperaron
espermatozoides a traves de un lavado con solucion fisioldgica.
2.  Técnicas de Criopreservacion
* Uso de crioprotectores (OPTIXCELL y TRILADYL): Se prepararon dos grupos de
muestras con estos crioprotectores.
« Enfriamiento progresivo y congelacion en nitrogeno liquido: Se aplicé un protocolo
estandarizado de congelacion para evitar dafios celulares.
» Descongelacion controlada: Se usé un bafio de agua a temperatura controlada para
recuperar los espermatozoides.
3. Evaluacion de la Calidad Espermatica
Motilidad Masal y Motilidad Individual

O Observacidn en microscopio de contraste de fase.

O Clasificacion de la movilidad espermatica en funcidn de la actividad de los
espermatozoides.
» Vigor Espermatico
O Escala visual de 0 a5 para medir la intensidad del movimiento espermatico.

« Indice de Recuperacion de la Criopreservacion (IRC%) Se calculé con la ecuacion:

Motilidad posdescongelacion

IRC% = ( )x 100

Motilidad precongelacion

)
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* Reduccion de Motilidad
Se determind la diferencia porcentual entre la motilidad antes y después de la criopreservacion.

9.8. Andlisis Estadistico
« Test de Levene: Esta nos ayuda analizar la homogeneidad de fluctuacion.

« Prueba t Student: Para comparar la motilidad postdescongelacion, la reduccion de

motilidad y el IRC% entre los dos crioprotectores.

«  Célculo de promedios y desviaciones estandar para describir la variabilidad en la calidad

espermatica.

En este enfoque me permitio establecer la presencia o ausencia de diferencias estadisticamente
significativas en relacion de los crioprotectores y las diferentes variables, para determinar su

impacto en la calidad espermatica poscriopreservacion.

En general, el estudio utilizd una combinacion de técnicas de laboratorio (procesamiento y
crioconservacion), técnicas microscopicas (evaluacion de motilidad, vigor, entre otros) y
técnicas estadisticas (comparacion de valores y varianzas) para investigar los efectos entre los

crioprotectores en la calidad seminal.

9.9. Procesamiento de Datos

Se llevé a cabo el procedimiento de datos mediante software IBM SPSS Statistics, version 28,
ademas de la herramienta de hoja de calculo Excel de Microsoft. La informacion se presento
en tablas para su mayor comprension, utilizdndose para ello estadisticas descriptivas e

inferenciales.

9.10. Materiales y equipos
9.10.1. Materiales

» Testiculos bovinos (16 unidades)
* Diluyente Optixcell (100 ml)

» Diluyente Triladyl (100 ml)

* Yema de huevo fresca

» Agua bidestilada

 Solucion salina fisiologica (0.9%)
» Tubos Falcon
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Jeringas de insulina

Bisturi estéril

Portaobjetos y cubreobjetos

Camara de Neubauer

Pajuelas (0.5 ml)

Alcohol polivinilico

Gradillas para pajuelas

Caja de poliestireno expandido (EPS)
Material de laboratorio general (pipetas, probetas, vasos de precipitacion.)
Termometro

Tubos de eppendorf

Puntas amarillas

Micropipetas

9.10.2. Equipos

Tanque de nitrogeno liquido
Microscopio optico

Bafio Maria

Refrigerador

Hielera — Cooler

Platina termica

9.11. Procedimiento

El procedimiento en general estuvo compuesto por los siguientes pasos:

Obtencion y preparacion del semen.

Division de las muestras en dos grupos segun el crioprotector.
Criopreservacion y descongelacion bajo condiciones controladas.
Evaluacién de la motilidad y vigor espermatico antes y después del proceso.

A continuacion, se describe el procedimiento con todos los detalles que amerita el caso de

estudio.

1. Obtencion de las muestras:

Adquisicion de testiculos: Trabajamos con 16 testiculos con edades comprendidas entre
15y 18 meses.
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« Recoleccion de los testiculos: Inmediatamente después del sacrificio de los animales en

el camal, se procedid a la recoleccion de los testiculos. Se realizé una incision escrotal

y se extrajeron los testiculos con cuidado, evitando dafar el tejido testicular y el

epididimo.

« Transporte al laboratorio: Los testiculos se colocaron en un cooler a una temperatura de

5°C para su transporte al laboratorio. El tiempo de transporte se mantuvo dentro de las

3 horas posteriores al sacrificio para minimizar el dafio espermatico por el tiempo post

mortem.

2. Técnica del lavado retrogrado de la cola del epididimo:

- Lavado de los testiculos:

o Se lavaron los testiculos con cloruro de sodio para eliminar restos de sangre y

otros contaminantes que puedan interferir con el analisis espermatico.

Posteriormente, se secaron con papel absorbente para eliminar el exceso de

humedad.

«  Preparacion de los diluyentes:

o Triladyl:

Se separo la yema de huevo fresca de la clara con movimientos suaves
con el fin evitar la generacion de espuma, se descartd la clara restante

con papel absorbente hasta obtener yema pura.

Se prepar0 la solucion diluyente Triladyl en tubos Falcon, mezclando 0.5
ml de yema de huevo, 3 ml de Triladyl y 9 ml de agua bidestilada. El
diluyente se incorpor6 a la yema de huevo inmediatamente
homogenizamos la mezcla evitando la formacion de espuma, que puede

dafiar a los espermatozoides.

o Optixcell:

Se preparo la solucion diluyente Optixcell en tubos Falcon, mezclando 4
ml de Optixcell con 8 ml de agua bidestilada. Se realizaron movimientos
lentos para homogenizar la mezcla y evitar la formacion de burbujas que

puedan afectar la calidad del mismo.

« Identificacién y diseccion:
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Se realizaron cortes precisos para extraer los testiculos de las bolsas escrotales.

Los distintos vasos y la cola del epididimo fueron separados mediante técnicas

asépticas con un bisturi y tijeras.

Se identificaron las estructuras anatémicas del epididimo en cada testiculo

mediante observacion directa y palpacion.

- Lavado retrégrado:

(o]

Se inyectaron los diluyentes (Triladyl u Optixcell) en el conducto deferente, a
través de una jeringa de insulina de 1 ml, con movimientos suaves y ligeros para
evitar dafiar el conducto y asegurar una distribucion uniforme del diluyente en
el epididimo.

A medida que se iba introduciendo los diluyentes podiamos observar un
abultamiento en la cola del epididimo. o Se realizaron pequefias incisiones en el
epididimo para permitir la salida del diluyente y la recoleccion del semen en una
caja Petri era un fluido viscoso y de color claro, cuya naturaleza dependia de

cada testiculo.

- Almacenamiento:

(o]

El semen recolectado de ambos testiculos con los diferentes diluyentes se colocd
en tubos Falcon, debidamente etiquetados con la identificacién del animal, el

diluyente utilizado y la fecha, para su posterior analisis.

3. Evaluacioén:

«  Observacion microscopica:

O

Se evalué la motilidad masal, en la cual se detectd la existencia o ausencia de
desplazamiento medial o la formacién de remolinos (ondas omegas). Para su
evaluacion se utiliz6 una clasificacion de 1 - 5, donde 1 sefiala la falta de ondas,
asi como 5 sefiala la presencia de ondas bien definidas y visibles. Se utilizé una
muestra de 10 microlitros de semen puro, que fue colocada sobre un portaobjetos
precalentado a 37°C. La observacion se realiz6 utilizando un microscopio con
lente de 10X. o La motilidad individual fue evaluada observando los
espermatozoides que presentan movimientos circulares o avanzan de forma

aleatoria. Para la observacion, se utilizo porta y cubreobjetos precalentados, los
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cuales permiten una mejor visualizacion del movimiento espermatico. Se
prepard una muestra de 10 microlitros de semen, a la que se adicionaron 0.5
microlitros de diluyente para reducir la concentracion y facilitar la observacion.
El andlisis se llevé a cabo mediante un microscopio utilizando los objetivos de
40Xy 60X.

El vigor consideramos la rapidez con la que los espermatozoides atraviesan el
area de la escala donde 0 son inmovibles y 4 avanzan. Observamos con el lente

60X del microscopio para tener mayor visibilidad.

En la concentracion utilizamos la camara de neubauer y un cubreobjetos,
colocando una muestra de 10 microlitros de semen con la micropipeta, donde
podemos visualizar el conteo de los espermatozoides donde la cantidad que me
salga la multiplico por 10.000. El precalentamiento ayuda a mantener la
temperatura del semen y a evitar un choque térmico que pueda afectar la calidad
espermatica. o El volumen fue medido mediante el procedimiento de lavado,
el cual proporcion6 un rango de 0.4 a 0.5 ml. Para obtener las muestras, se
emplearon tubos Falcon, lo que posibilitd una adecuada captura y manejo del

volumen durante el proceso.

Analisis de anomalias:

(0]

Se observaron anomalias en la morfologia de los espermatozoides, como
defectos en la cola doblada en cualquier direccion, cabeza desprendida y gota

citoplasmatica pueden afectar su capacidad de fecundacion.

4. Enfriamiento, Congelacion y Conservacion:

Preparacion de pajuelas:

(e]

Se llenaron pajuelas de 0.50 ml con el semen diluido, todo el proceso fue
mediante absorcion manual y el sellado con alcohol polivinilico. Se rotularon

las pajuelas con la fecha y el nimero del toro para su identificacion.

Se envaso cada pajuela con un promedio ente 2 o 3 millones de espermatozoides

viables, utilizando esta formulacién para determinar su almacenamiento.

Volumen x concentracion x motilidad individual% x anormalidad%.

Enfriamiento:
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o Se colocaron las pajuelas en una gradilla y se enfriaron a 5°C durante 3 horas en
un refrigerador para reducir gradualmente la temperatura del semen antes de la

congelacion.
«  Congelacion:
o Se colocaron las gradillas en una caja de espuma Flex con nitrégeno liquido
durante 15 minutos para someter las pajuelas a un enfriamiento rapido en

vapores de nitrdgeno bajo -186°C. o Se sumergieron las pajuelas en nitrégeno

liquido durante 5 minutos adicionales para completar la congelacion a -196°C.
- Conservacion:

o Se colocaron las pajuelas en porta pajuelas y se conservaron tanque de nitrogeno

liquido a -196°C para su conservacion a largo plazo.
5. Descongelacion:
El descongelamiento se realizo después de 5 a 7 dias de haber criopreservado pajuelas.
+  Preparacion:

o Se extrajo la porta pajuelas del tanque de nitrégeno liquido con precaucion,

utilizando guantes criogénicos para evitar quemaduras por frio.
- Descongelacién:

o Se sacudieron las pajuelas para eliminar el nitrégeno liquido restante en el
exterior, evitando que la pajuela estalle al descongelarse debido a la expansion
del nitrégeno liquido. o Se sumergieron las pajuelas en agua destilada a 36°C
durante 20 segundos (contando de 1001 a 1020) para descongelar rapidamente
el semen y minimizar el dafio celular. EI uso de agua destilada previene la
contaminacion de la muestra y la aparicion de estructuras cristalinas en la

descongelacion.
- Observacion microscopica:

o Se cortaron las pajuelas con tijeras y se depositd una pequefia gota de semen en
un portaobjetos con un cubreobjetos para su observacion en el microscopio,
evaluando la motilidad y el vigor de los espermatozoides después de la
descongelacion.



26

6. Evaluacion de la descongelacion:

Se evalud la calidad espermética de cada muestra inmediatamente después de la

descongelacion.

Se realizaron las siguientes evaluaciones motilidad individual y el vigor donde los
porcentajes eran minimos ya que pasando este procedimiento siempre disminuye un
1520% de la viabilidad espermatica.

10. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

+» Para realizar la recoleccion de espermatozoides se realizo el lavado retrégrado de la cola del
epididimo despues de su muerte. Luego se realizo el andlisis de las alteraciones
morfologicas (defectos en cabeza, pieza intermedia y cola) mediante microscopia Optica,
para posteriormente cuantificar los porcentajes de espermatozoides normales y anormales
con criterios de la OMS. En latabla 2, se analizan los resultados de porcentajes de anomalias
encontradas.

Para obtener un resumen de los lavados con OPTIXCELL y TRILADYL, se realizé la siguiente

tabla.

Tabla 2. Comparacion general de los valores promedios de los retrolavados con OPTIXCELL y
TRILADYL

OPTIXCELL TRILADYL (PROMEDIO)

(PROMEDIO)
CONCENTRACION (10ML) 98.56%2 102.75P
% ANOMALIAS 12.31% @ 8.91%°"

INDICE DE ANOMALIAS0.0926@  0.0679 ° (10¢ML)

Segun los resultados obtenidos mediante la prueba T, Triladyl mostré menor porcentaje de
anomalias espermaticas (8.91%) en comparacion con Optixcell (12.31%), demostrando que los
dos son mayores al (valor p 0.05). Asimismo, el indice de anomalias también es menor con

Triladyl (0.0679 vs. 0.0926), indicando menor proporcidn de espermatozoides defectuosos por
millén. Del mismo modo, la concentracion espermatica promedio es ligeramente mayor en

Triladyl, lo que sugiere mejor recuperacion celular.

Es importante sefialar que, al analizar las observaciones por Bovino, Triladyl reduce
consistentemente el % de anomalias en la mayoria de los casos. En algunos toros con mayor
alteracion inicial (T13 y T16 en Optixcell), Triladyl sigue mostrando valores mas controlados

de anomalias. Los Toros con menor concentracion inicial (T13, T14, T15, T16) muestran
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mayores anomalias en ambos tratamientos, indicando que la calidad del semen inicial influye

en la respuesta a la criopreservacion.

En este sentido, Ramédnez et., al. (2017), realiz6 un estudio donde compar6 Trehalosa (33,85%)
y Sacarosa con Triladyl para evaluar cual conservaba mejor y no producia anomalias en el
semen bobino. Sus estudios mostraron que el diluyente Triladyl (46,50%), fue mejor al valor p,
en relacion al Trehalosa (33,85%) y Sacarosa (31,85%) y sin identificar diferencias (p>0.05) en

cuanto a la variable de las anormalidades entre los tratamientos.

Se pudo observar que las bajas tasa de alteraciones morfolégicas de 12,31%y 8,91% (<15,00%)
sugieren que los espermatozoides recuperados por lavado retrogrado epididimario post mortem
mantienen una estructura adecuada para fertilizacion. Asi, el lavado retrogrado epididimario
post mortem no genera un impacto negativo significativo en la morfologia espermatica. Por
otro lado, TRILADYL mostr6 una menor tasa de alteraciones morfologicas (8.91%) que
OPTIXCELL (12.31%), lo que sugiere que podria ser el medio mas adecuado para la

criopreservacion en estos casos.

% Se centro en evaluar la motilidad y funcionalidad espermaética con el crioprotector a base de
proteina animal y vegetal (anexo 4). Para lograrlo, se realizaron varios pasos, los cuales se
muestran a continuacion.

1. Organizacion de los datos correspondientes separados por crioprotector (OPTIXCELLL
y TRILADYL).
2. Comparar la motilidad espermatica:
» Motilidad individual antes y después de la congelacion
* Reduccién de la reduccion de motilidad (antes y después de
descongelar) Para el célculo de la reduccion de motilidad se utilizé la ecuacion:

Motilidad antes— motilidad después

Motilidad antes ) X100

%Reduccién de motilidad = (

A continuacion, se muestra el desarrollo de la ecuacion sustituyendo valores:

Para Toro 1 (OPTIXCELL-proteina vegetal) antes y después:

15

1
%Reduccion de motilidad = ( ) x 100 = 66,67%

Para Toro 1 (TRIDALYL-proteina animal) antes y después:

40 — 10

%Reduccion de motilidad = (T

)x 100 = 75,00%

Para Toro 2 (OPTIXCELL-proteina vegetal) antes y después:
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. . 60 — 25
%Reduccion de motilidad = (—

= 0,
0 )xlOO 58,33%

Para toro 2 (TRIDALYL-proteina animal) antes y después:
40 — 15

%Reduccion de motilidad = ( 20

)x 100 = 62,50%

Tabla 3. Test student para muestras independientes (reduccién de motilidad)

Prueba de Levene
de igualdad de
varianzas

prueba t para la igualdad de medias

95% de intervalo de

confianza de la diferencia

Sig. Diferencia Diferencia de . .
F Sig. T o]l (bilateral) de medias  error estandar Inferior Superior
T T T T T T T

,243 ,626 ,240 30 ,812 ,00875 ,03647 -,06573 ,08323
Reducci_motil Se asumen
varianzas

iguales
,240 29,285 ,812 ,00875 ,03647 -,06581 ,08331

No se asumen

varianzas iguales

La tabla 3, muestra los valores del test de Levene (Homogeneidad de desviacidn) que son F
(0,243) y Sig. (0,626). Esta prueba tiene un valor p-valor de 0,626, que es mayor a 0,05,

indicando que las varianzas son iguales.
En cuanto a la prueba T para la igualdad de medias, se dispone:
El valor de t de 0,240, es bajo, indicando que la diferencia entre los grupos no es considerable.

P-valor es 0,812. Esto indica que es >0,05 y que no se evidencia una diferencia significativa
desde el punto de vista estadistico entre los crioprotectores OPTIXCELL asi como TRILADYL
en términos de reduccién de motilidad. Esto significa que, a nivel estadistico, ambos

crioprotectores tienen un efecto similar en la motilidad espermatica.

% Para evaluar la funcionalidad espermatica, se realiz6 una comparacion entre el vigor antes
y después de la congelacion, y también se analizé el indice de Recuperacion de la
Criopreservacion (IRC %). Este procedimiento evalGa la capacidad de movimiento y
energia de los espermatozoides antes y después de la criopreservacion. La funcionalidad
espermatica se asocia con la calidad del semen postdescongelacion y su potencial
fertilizante. Ademas, se calcul6 el indice de Recuperacion tras la congelacion (IRC%). Este
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mide qué tan bien se mantienen los espermatozoides funcionales tras la descongelacién El
parametro referido a Perdida de vigor, indica si hubo una disminucion notable en el vigor
espermatico después del proceso de congelacion y descongelacion. En la tabla 4, algunos
toros tienen vigor 2 antes de la congelacion y vigor 1 después, lo que indica una pérdida de
movimiento progresivo tras el proceso de criopreservacion. Se reportdé que “NO HUBO

PERDIDA DE VIGOR” (0), cuando no se observo una disminucion significativa, o

“MODERADO” (1), cuando si hubo una reduccion en la calidad del vigor espermatico. Este

parametro se calculé segun la ecuacion:

Perdida de vigor = vigor antes - vigor despues

Tabla 4. Calculo de perdida de vigor y el indice IRC para evaluar funcionalidad espermatica

Lavado
retrograd
" b o Descongelacion _
g g go Perc%ida de
[ s > - vigor s
Reduccion Categorizacion
Crioprotec de de la perdida de
tor Vigor M.individual M. Individual motilidad __IRC (%) vigor
0 No hubo
T1 OPTIXCELL 1 1 15,00% 5,00% 1 66,67% 33,33 perdida de vigor
0 No hubo
TRYLADYL 1 1 40,00% 10,00% 1 75,00% 25,00 perdida de vigor
T2  OPTIXCELL 1 2 60,00% 25,00% 1 58,33% 41,67 1 Moderado
0 No hubo
TRYLADYL 1 1 40,00% 15,00% 1 62,50% 37,50 perdida de vigor
0 No hubo
T3  OPTIXCELL 1 1 40,00% 15,00% 1 62,50% 37,50 perdida de vigor
0 No hubo
TRYLADYL 1 1 40,00% 10,00% 1 75,00% 25,00 perdida de vigor
0 No hubo
T4  OPTIXCELL 1 1 40,00% 15,00% 1 62,50% 37,50 perdida de vigor
0 No hubo
TRYLADYL 1 1 30,00% 10,00% 1 66,67% 33,33 perdida de vigor
T5  OPTIXCELL 1 2 50,00% 20,00% 1 60,00% 40,00 1 Moderado
0 No hubo
TRYLADYL 1 1 40,00% 15,00% 1 62,50% 37,50 perdida de vigor
0 No hubo
T6  OPTIXCELL 1 1 40,00% 10,00% 1 75,00% 25,00 perdida de vigor
0 No hubo
TRYLADYL 1 1 40,00% 10,00% 1 75,00% 25,00 perdida de vigor
T7  OPTIXCELL 1 2 50,00% 20,00% 1 60,00% 40,00 1 Moderado
0 No hubo
TRYLADYL 1 1 40,00% 20,00% 1 50,00% 50,00 perdida de vigor
0 No hubo
T8 OPTIXCELL 1 1 40,00% 25,00% 1 37,50% 62,50 perdida de vigor
TRYLADYL 1 2 50,00% 20,00% 1 60,00% 40,00 1 Moderado
T9 OPTIXCELL 1 2 50,00% 10,00% 1 80,00% 20,00 1 Moderado
No hubo
TRYLADYL 1 1 40,00% 10,00% 1 75,00% 25,00 0 perdida de vigor
T10 OPTIXCELL 1 2 55,00% 15,00% 1 72,73% 27,27 1 Moderado
TRYLADYL 1 2 50,00% 20,00% 1 60,00% 40,00 1 Moderado
0 No hubo
T11 OPTIXCELL 1 1 40,00% 10,00% 1 75,00% 25,00 perdida de vigor
0 No hubo
TRYLADYL 1 1 30,00% 5,00% 1 83,33% 16,67 perdida de vigor
No hubo
T12 OPTIXCELL 1 1 40,00% 10,00% 1 75,00% 25,00 0 perdida de vigor
TRYLADYL 1 2 50,00% 20,00% 1 60,00% 40,00 1 Moderado
0 No hubo

T13 OPTIXCELL 1 1 40,00% 15,00% 1 62,50% 37,50 perdida de vigor



TRYLADYL 1 1
T14 OPTIXCELL 1 1
TRYLADYL 1 1
T15 OPTIXCELL 1 1
TRYLADYL 1 1
T16 OPTIXCELL 1 1
TRYLADYL 1 1

Interpretacion

40,00%

35,00%

40,00%

30,00%

30,00%

20,00%

15,00%

10,00%

10,00%

20,00%

5,00%

10,00%

5,00%

5,00%

75,00%

71,43%

50,00%

83,33%

66,67%

75,00%

66,67%

25,00

28,57

50,00

16,67

33,33

25,00

33,33

No hubo
perdida de vigor
No hubo
perdida de vigor
No hubo
perdida de vigor
No hubo
perdida de vigor
No hubo
perdida de vigor
No hubo
perdida de vigor
No hubo
perdida de vigor
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» Si el resultado es 1 (Ejemplo: 2 antes y 1 después): Hubo una disminucion moderada

del vigor espermatico.

» Si el resultado es 0 (Ejemplo: 1 antes y 1 después): No hubo pérdida de vigor, el

espermatozoide mantiene su movimiento.

» Si el resultado es 2 0 mas (Ejemplo: 3 antes y 1 después): Hubo una gran disminucién

del vigor, lo que sugiere que el crioprotector no fue efectivo para esa muestra. Se puede
notar que con OPTIXCELL, la perdida de vigor fue MODERADO para el 31,25%,
mientras que en el 68,75%, NO HUBO PERDIDA DE VIGOR. En cambio, con
TRILADYL, hubo una perdida MODERADA del 18,75% y en un 81,25% NO HUBO
PERDIDA DE VIGOR.

% Indice de Recuperacion de la Criopreservacion (IRC (%), se calcula con base en la motilidad

individual antes y después de la descongelacion.

Representa el

porcentaje de

espermatozoides que mantienen su motilidad tras la criopreservacion. Un mayor porcentaje

indica una mejor capacidad de recuperacion del semen tras la congelacion.

(IRC %), se calcula segun la ecuacion:

IRC(%) = (

Para T1 (OPTIXCELL):

» Motilidad Individual congelacion = 15.00%

« Motilidad Individual descongelacion = 5.00%

Aplicando la ecuacion:

motilidad individual postdescongelacion
motilidad individual predescongelacion
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5,00%
15%

IRC(%) = ( ) * 100 = 33,33%

Esto significa que el 33.33% de la motilidad espermatica inicial se mantuvo después de la

criopreservacio

n.

Aplicando los promedios se aprecia que los valores bajos indican una menor viabilidad del

esperma tras la descongelacion, mientras que los valores altos reflejan una mejor recuperacion

post-criopreservacion. Asimismo, los resultados muestran que el (IRC%) es casi idéntico para

ambos crioprotectores:

*  OPTIXCELL: 33.44%

« TRYLADYL: 33.54%

Tabla 5. Prueba t para determinar diferencias significativas del IRC%

Prueba de
Levene de
igualdad de
varianzas prueba t para la igualdad de medias
F Sig. T gl Sig. (bilateral)  Diferenciade Diferencia de 95% de intervalo de
medias errorestandar oo ntianza de la diferencia
Inferior Superior
IRC Se asumen ,244 625 |-,028 30 ,977 -,00750 ,03670 -,08245 ,06745
varianzas
iguales
No se asumen -,028 29,184 977 -,00750 ,03670 -,08254 ,06754
varianzas
iguales

La prueba t da como resultado un valor t de -0.028 y un valor p de 0.977. Dado que el valor p

es mucho mayor que 0.05, no se encuentra evidencia estadistica para asegurar que haya una
diferencia relevante en el IRC entre OPTIXCELL y TRILADYL. Ambos crioprotectores

presentan una recuperacion similar.
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En relacion con la motilidad espermatica, el anexo 5, indica valores de 40,00% para Optixcell
y 30,00% para Triladyl. Estos valores, aunque bajos, estan dentro de los rangos reportados en
estudios recientes. Silva et al. (2020) observaron una motilidad del 42% en semen
criopreservado con Optixcell, ligeramente superior pero cercana a los resultados de la tabla. Por
otro lado, Lima et al. (2021) reportaron una motilidad del 37% con Triladyl, practicamente
idéntica al valor del anexo 5. Pereira et al. (2022) también encontraron motilidades del 39%
(Optixcell) y 36% (Triladyl), lo que confirma que ambos diluyentes tienen un desempefio
similar en términos de motilidad post-descongelacién. Sin embargo, la baja motilidad sugiere
que los espermatozoides estan sufriendo dafios durante el proceso de criopreservacion, lo que

resalta la necesidad de optimizar los protocolos para mejorar la viabilidad espermatica.

Se debe comparar la calidad seminal con distintos crioprotectores (OPTIXCELL vy
TRIDALYL). Esta comparacion se realizd a través del analisis de los parametros: indice de

Recuperacién de Criopreservacion (IRC%), Motilidad individual y perdida de vigor.

0O indice de Recuperacion de la Crioconservacion (IRC%)

s Mayor IRC (%), indica mejor conservacion de la motilidad espermatica tras la
descongelacion.
¢ Se debe realizar una comparacion de IRC (%) entre OPTIXCELL y TRIDALYL en los
diferentes toros.
> Para esta investigacion, se realiza la comparacion en el Toro 1:
= OPTIXCELL: 33.33%
= TRILADYL: 25.00%

OPTIXCELL tiene mejor recuperacion en este caso.

0 Motilidad Individual Post-descongelacion
+«+ Cuanto mayor es la motilidad post-descongelacidn, mejor es el crioprotector.

¢+ Se deben comparar los valores de motilidad individual después de la descongelacion entre
ambos crioprotectores.

¢+ Los valores para el Toro T9 son:
» OPTIXCELL: 10.00%
» TRILADYL: 10.00%

Ambos tienen la misma motilidad post-descongelacion.



0 Pérdida de Vigor
+¢ Se registrd se hubo pérdida de vigor espermatico tras la descongelacion.

33

% Si un crioprotector tiene mas casos de “NO HUBO PERDIDA DE VIGOR”, indica

Tabla 6. Comparacion de la cantidad seminal con los crioprotectores

mejor proteccion celular.

DESCONGELACION  PERDIDA
TOROS  CRIOPROTECTOR IRC (%)
M. INDIVIDUAL DE VIGOR
T1  OPTIXCELL 5,00% 0 33,33
TRILADYL 10,00% 0 25,00
T2 OPTIXCELL 25,00% 1 41,67
TRILADYL 15,00% 0 37,50
T3 OPTIXCELL 15,00% 0 37,50
TRILADYL 10,00% 0 25,00
T4 OPTIXCELL 15,00% 0 37,50
TRILADYL 10,00% 0 33,33
T5  OPTIXCELL 20,00% 1 40,00
TRILADYL 15,00% 0 37,50
T6  OPTIXCELL 10,00% 0 25,00
TRILADYL 10,00% 0 25,00
T7  OPTIXCELL 20,00% 1 40,00
TRILADYL 20,00% 0 50,00
T8  OPTIXCELL 25,00% 0 62,50
TRILADYL 20,00% 1 40,00
T9  OPTIXCELL 10,00% 1 20,00
TRILADYL 10,00% 0 25,00
T1I0  OPTIXCELL 15,00% 1 27,27
TRILADYL 20,00% 1 40,00
T11  OPTIXCELL 10,00% 0 25,00
TRILADYL 5,00% 0 16,67
T12  OPTIXCELL 10,00% 0 25,00
TRILADYL 20,00% 1 40,00
T13  OPTIXCELL 15,00% 0 37,50
TRILADYL 10,00% 0 25,00
T14  OPTIXCELL 10,00% 0 28,57
TRILADYL 20,00% 0 50,00
T15  OPTIXCELL 5,00% 0 16,67
TRILADYL 10,00% 0 33,33
T16  OPTIXCELL 5,00% 0 25,00
TRILADYL 5,00% 0 33,33
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Para obtener un analisis mas objetivo se realizd un analisis estadistico en el cual se siguieron
los siguientes pasos:
O Célculo del promedio de IRC (%) para cada crioprotector.
+«» Comparar si la motilidad postdescongelacion es significativamente mejor con un
crioprotector sobre el otro.
+«+» Comparar si la perdida de vigor es significativamente mejor con un crioprotector sobre

el otro.

El célculo del promedio de cada crioprotector (OPTIXCELL y TRILADYL), dio el siguiente
resultado:

Tabla 7. Promedio de las medias de pérdida de vigor, IRC (%) y la motilidad después para
valorizar la calidad de semen con distintos crioprotectores (OPTIXCELL y TRIDALYL).

Desv. Desv. Error

Crioprotector N Media Desviacién promedio
Perdid_vigor OPTIXCELL 16 ;3125 47871 ,11968

TRILADYL 16 1875 ,40311 ,10078
Reducci_motil o ceLL 16 6734 ,11092 02773

TRILADYL 16 ,6646 ,09476 ,02369
IRC OPTIXCELL 16 ,3281 11214 ,02804

TRILADYL 16 ,3356 ,09473 ,02368
1. Promedio de Pérdida de vigor O OPTIXCELL:31,25%

TRILADYLL:18,75%
2. Promedio de Motilidad Postdescongelacién
OPTIXCELL: 67,34%
TRILADYL: 66,46%
3. Promedio del indice de Recuperacion de Crioconservacion (IRC (%))
OPTIXCELL: 32,81%
TRILADYL: 33,56%

Los valores son muy similares entre ambos crioprotectores para Perdida de vigor y el IRC%.
La reduccion de motilidad tiene un valor mas alto. Para determinar si hay o no diferencias
considerables entre estas tres variables, se realizd un estudio estadistico con la prueba T
Student.
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Valoracion estadistica con la Prueba T para las tres variables.

«  Comparacion de perdida de vigor entre OPTIXCELL y TRILADY L

O t=0,799,p=0,431

O No hay diferencia estadisticamente significativa (p > 0.05).

Comparacién de Motilidad Postdescongelacion entre OPTIXCELL y TRILADYL

O t=0.240,p=0.812
O No hay diferencias significativas (p > 0.05).

Comparacién de IRC% entre OPTIXCELL y TRILADYL

0 t=-0,204, p=0.839

O No hay diferencia estadisticamente significativa (p > 0.05).

Eso significa que, segun los datos analizados OPTIXCELL y TRILADY'L tienen un desempefio
muy similar en cuanto a la recuperacion de la motilidad espermatica (IRC%), la motilidad
postdescongelacion y la perdida de vigor. El valor p es mayor que 0,05 en las tres
comparaciones. Esto indica la evidencia estadistica no permite afirmar que un crioprotector es
mejor que el otro. En términos practicos, ambos crioprotectores funcionan de manera

equivalente para preservar la calidad espermatica después de la crioconservacion.

La motilidad postdescongelacion se evalud y los resultados alcanzados, estan dentro del
intervalo entre 37.50% y 83.33%, son consistentes con los reportados por Carpio (2015),
quienes observaron un rango de motilidad individual de entre 72.5% y 80.00% en semen bovino
después del proceso de congelacion. Estos resultados sugieren que el uso de crioprotectores
durante el proceso de congelamiento ayuda a mantener la calidad del semen, ya que estos

compuestos protegen a los espermatozoides del dafio causado por las bajas temperaturas.

Por otro lado, Rossi (2012) realizd un estudio en el cual evalud el efecto del impacto del
enfriamiento y la incorporacién de trehalosa (un tipo de azucar utilizado como crioprotector)
en la viabilidad microscopica de semen bovino. Segun sus resultados, la refrigeracion y la
incorporacién de trehalosa no causaron una pérdida significativa del vigor espermatico, lo que
implica que estos tratamientos preservan la funcionalidad de los espermatozoides sin afectar

negativamente sus caracteristicas.

En resumen, los estudios de Carpio (2015) y Rossi (2012) respaldan la idea de que los métodos

de criopreservacién, como la congelacién con crioprotectores, permiten mantener la calidad del
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semen, tanto en términos de motilidad postdescongelacion como en la viabilidad y vigor de los

espermatozoides, lo cual es esencial para su uso en reproduccion asistida.



Tabla 8. Prueba T para comprobar las diferencias significativas de la perdida de vigor, la reduccion de motilidad y el IRC% al utilizar
OPTIXCELL y TRILADYL

Prueba de Levene de
igualdad de varianzas

prueba t para la igualdad de medias

Diferencia de 95% de intervalo de confianza

error

de la diferencia

Diferencia de estandar _ _
F Sig. T gl Sig. (bilateral) medias Inferior Superior
T T T T T T T
Perdid_vigor 2,612 117 ,799 30 ,431 ,12500 ,15646 -,19453 ,44453
Se asumen varianzas iguales
, 799 29,155 431 ,12500 , 15646 -,19492 44492
No se asumen varianzas
iguales
Reducci_motil ,243 ,626 ,240 30 ,812 ,00875 ,03647 -,06573 ,08323
Se asumen varianzas iguales
,240 29,285 ,812 ,00875 ,03647 -,06581 ,08331
No se asumen varianzas
iguales
IRC ,244 ,625 -,204 30 ,839 -,00750 ,03670 -,08245 ,06745
Se asumen varianzas iguales
-,204 29,184 ,839 -,00750 ,03670 -,08254 ,06754

No se asumen varianzas
iguales
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11. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS)

El desarrollo de la presente investigacidn tiene los siguientes impactos:

11.1. Impacto técnico

Optimizacion de protocolos de criopreservacion: El trabajo contribuira a la
optimizacién de los protocolos de crioconservacion de espermatozoides bovinos
obtenidos tras la muerte, por medio de la evaluacion de la efectividad de dos
crioprotectores. Esto permitird mejorar la eficiencia de la técnica y aumentar la vitalidad

de los espermatozoides tras la descongelacion.

Mejora en la técnica de lavado retrogrado: El estudio permitira refinar la técnica de
lavado retrogrado de la cola del epididimo, optimizando la recoleccion y el

procesamiento de espermatozoides post mortem.

Generacion de conocimiento cientifico: La investigacion generara nuevo conocimiento
cientifico sobre la criopreservacion de espermatozoides bovinos, contribuyendo al

avance de la biotecnologia reproductiva en el pais.

Formacion de profesionales: El desarrollo del proyecto permitira la preparacion de
expertos en el campo de reproduccién animal, capacitandolos en técnicas de

criopreservacion y manejo de espermatozoides.

11.2. Impacto ambiental

Conservacion de la biodiversidad: La criopreservacion de espermatozoides contribuye
a la conservacion de la biodiversidad genética de las especies, permitiendo mantener el

material genético de animales con alta calidad genética o en peligro de extincion.

Minimizacion del impacto ambiental de la ganaderia: La mejora en la eficiencia
reproductiva puede contribuir a la reduccién de la huella ecoldgica, al disminuir la

necesidad de mantener un mayor nimero de animales para la reproduccion.

Uso responsable de recursos: La optimizacion de las técnicas de criopreservacion
promueve un uso mas responsable de los recursos, al disminuir las pérdidas de material

genético y aumentar la eficiencia de los procesos reproductivos.
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11.3. Impacto econémico

Mejora de la productividad ganadera: La optimizacion de los procesos de
criopreservacion puede generar un aumento en la rentabilidad de la produccién ganadera,

al reducir las pérdidas de material genético y mejorar la eficiencia reproductiva.

Aumento de la rentabilidad: La criopreservacion de espermatozoides permite el acceso
a material genético de alta calidad, lo que contribuye a la mejora genética del ganado y

al aumento de la productividad.

Desarrollo del sector ganadero: La investigacion contribuira al crecimiento del sector
ganadero en la zona, al proporcionar herramientas biotecnoldgicas para la mejora

genética y la produccion animal.

Generacion de empleo: La aplicacion de técnicas de criopreservacion puede impulsar
nuevas oportunidades de empleo en la industria ganadera, tanto en la recoleccion y

procesamiento de semen como en la inseminacién artificial.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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Conclusiones

Las bajas tasas de alteraciones morfoldgicas son de 12,31% y 8,91% sugieren que los
espermatozoides recuperados por lavado retrégrado epididimario post mortem mantienen
una estructura adecuada para fertilizacion, ya que estas tasas son bajas (<15.00%),
indicando que el procedimiento no genera un impacto negativo en la morfologia
espermatica.

Por otro lado, no se observo una diferencia estadisticamente relevante entre OPTIXCELL
y TRILADYL en cuanto a la reduccion de motilidad espermatica después de la
descongelacion obtuve un valor (p = 0.812). Esto sugiere que ambos crioprotectores afectan
la motilidad de manera similar, es decir, ambos crioprotectores tienen un efecto muy similar
en la reduccion de motilidad tras la descongelacion. Ninguno de las dos, muestra una
ventaja significativa sobre el otro.

Los valores de p son mayores a 0.05 en todas las pruebas T, lo que significa que
OPTIXCELL y TRILADYL tienen un rendimiento estadisticamente equivalente en la
calidad del semen después de la criopreservacion. Es decir, no hay evidencia para decir que
uno es mejor que el otro. En lo practico se puede decir que ambos funcionan de manera
equivalente para preservar la calidad seminal. Por otra parte, se pueden elegir en funcién de

otros criterios como disponibilidad, facilidad de manipulacion, entre otros.
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Recomendaciones

» Considerando los resultados obtenidos, que indican la evaluacion de las células
espermaticas recuperados por lavado retrogrado epididimario post mortem son bajas y no
afectan significativamente su estructura para fertilizacion, se recomienda continuar con el
uso de este procedimiento para la obtencion de semen en toros con fines de
criopreservacion. Se sugiere evaluar mas a fondo el uso de TRILADYL como medio de
criopreservacion en futuros estudios, con un enfoque en la motilidad y funcionalidad
espermética a largo plazo. Seria ideal realizar analisis adicionales sobre la viabilidad y
desempefio de los espermatozoides para confirmar su superioridad en comparacion con
otros diluyentes y optimizar los protocolos de congelacion en condiciones post mortem.

« Puesto que no se detectaron diferencias significativas en la calidad seminal con dos
crioprotectores OPTIXCELL y TRILADYL, se recomienda considerar otros factores
ademas del rendimiento estadistico, tales como costo, facilidad de uso y compatibilidad con
el protocolo de criopreservacion. Asimismo, es importante realizar estudios con una
muestra mas grande para aumentar la potencia estadistica y detectar posibles diferencias
sutiles entre los crioprotectores. Ademas, se deben evaluar otras variables funcionales del
espermatozoide, como la conservacion de la estructura plasmatica, asi mismo viabilidad
celular y la fragmentacion del ADN, que pueden ofrecer una vision mas completa de la

calidad post-descongelacion.
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