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RESUMEN

La recuperacion de espermatozoides post mortem representa una alternativa para
conservar genética de alto valor reproductivo en bovinos. El objetivo general de
este estudio fue evaluar la calidad espermatica en bovinos post mortem mediante la
técnica de flushing epididimario, en distintos intervalos de tiempo. El disefio
metodoloégico fue experimental, completamente al azar, con arreglo factorial A x
B, donde se evaluaron 45 testiculos bovinos distribuidos en tres tiempos post
mortem (4, 8 y 16 horas). Se analizaron variables macroscépicas (color, olor,
densidad) y microscopicas (motilidad, viabilidad, morfologia), aplicando la prueba
no paramétrica de Friedman. Los resultados indicaron que la calidad y viabilidad
espermatica fueron significativamente mayores a las 4 y 8 horas post mortem,
disminuyendo de forma considerable a las 16 horas. La motilidad masal e individual
fue mas alta en los primeros dos intervalos, mientras que la calidad del semen a las
16 horas se califico) predominantemente como regular. Ademas, se comprob6 que
la mayor concentracion espermadtica se localizo en la cola del epididimo, validando
surelevancia anatdmica para la recuperacion seminal post mortem. Se concluye que
el intervalo 6ptimo para recuperar semen viable no debe exceder las 8 horas post
mortem, y que la aplicacion adecuada de la técnica de flushing puede preservar
pardmetros espermaticos funcionales en condiciones controladas. Considerandose

util para programas de conservacion genética e inseminacion artificial.

Palabras clave:

Flushing epididimario, calidad espermatica, bovinos, viabilidad, post mortem
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ABSTRACT

Post-mortem sperm retrieval represents an alternative for preserving high-value
reproductive genetics in cattle. The general objective of this study was to evaluate
sperm quality in bovines post mortem using the epididymal flushing technique at
different time intervals. The methodological design was experimental, completely
randomized, with a factorial A x B arrangement, evaluating 45 bovine testicles
distributed across three post-mortem times (4, 8, and 16 hours). Macroscopic
variables (color, odor, density) and microscopic variables (motility, viability,
morphology) were analyzed using the non-parametric Friedman test. The results
indicated that sperm quality and viability were significantly higher at 4 and 8 hours
post mortem, with a considerable decrease at 16 hours. Both mass and individual
motility were greater during the first two intervals, while semen quality at 16 hours
was predominantly rated as regular. Additionally, the highest sperm concentration
was located in the tail of the epididymis, confirming its anatomical relevance for
post-mortem semen recovery. It is concluded that the optimal interval for retrieving
viable semen should not exceed 8 hours post mortem, and that proper application
of the flushing technique can preserve functional sperm parameters under
controlled conditions. This information is useful for genetic conservation and

artificial insemination programs at the local level.

Keywords:

Epididymal flushing, sperm quality, cattle, viability, post mortem
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CAPITULO 1

1.1 INTRODUCCION

La preservacion de la genética en animales de alto valor es esencial para la
reproduccion asistida y la biotecnologia moderna. Durante décadas, los
investigadores han buscado métodos eficaces para la extraccion de semen de alta
calidad genética, con el objetivo de salvaguardar la diversidad biologica y prevenir
la extincion de especies con gran importancia comercial. Estos esfuerzos son clave
para garantizar la continuidad genética y el mejoramiento de especies en peligro o

de interés econémico.

Una de las técnicas emergentes en este campo es la técnica de Flushing que consiste
en la extraccion de espermatozoides del epididimo, que ha mostrado ser una opcioén
prometedora para la recuperacion de material genético post mortem. El epididimo
es una estructura clave del sistema reproductivo, cumple dos funciones: La
maduracién ocurre en la cabeza y cuerpo del epididimo, donde los espermatozoides
adquieren la capacidad fertilizante, mientras que el almacenamiento tiene lugar en
la cola, donde es posible recuperar espermatozoides viables incluso después de la
muerte del animal. Sin embargo, es vital que la extraccion se realice rapidamente,
ya que la viabilidad espermatica disminuye con el tiempo debido a la

descomposicion de los testiculos.

La calidad del semen varia en funcién de varios factores, como la edad del animal,
la temperatura en la que se realiza la reproduccion, el clima, la condicidén corporal,
el tamafio de los testiculos y la raza. La preservacion de la calidad seminal depende
en gran medida de una manipulacién apropiada, pues cualquier procedimiento
incorrecto puede provocar alteraciones significativas en sus caracteristicas

biofuncionales.

Ademas de evaluar la calidad espermatica, es fundamental tomar en cuenta la

viabilidad celular, la cual estd intimamente relacionada con la integridad de la



membrana acrosomal y la funcionalidad de la mitocondria. Para garantizar su
capacidad fecundante, es necesario que los espermatozoides conserven un estado
fisiologico integro. Aunque muestran una actividad mitocondrial correcta, una

viabilidad limitada restringe su capacidad para conseguir la fertilizacion.

En Ecuador, el conocimiento sobre esta técnica es limitado, lo que representa un
desafio, especialmente en situaciones donde la muerte de animales de alta calidad
genética puede ocurrir de manera inesperada o por un manejo inadecuado. En la
provincia de Bolivar, este desconocimiento es particularmente evidente, aunque las
tasas de mortalidad animal son bajas. Esta investigacion tuvo como objetivo
proponer una técnica post mortem para la extraccidon de semen en bovinos,
evaluando sus caracteristicas espermaticas con el proposito de fortalecer las

estrategias de mejoramiento genético en el pais.



1.2 PROBLEMA

La preservacion de la genética de animales con alto valor representa un desafio
significativo en el ambito de la reproduccion animal, especialmente ante practicas
de manejo inapropiadas que llevan a la perdida de ejemplares valiosos. Ante esta
situacion, se identifico la necesidad de desarrollar técnicas eficaces para la
obtencion y conservacion de espermatozoides viables después del fallecimiento del
animal, lo que permite resguardar su patrimonio genético y asegurar su legado en

futuras generaciones.

La falta de conocimiento y desarrollo en este campo no solo limita las posibilidades
de conservar lineas genéticas, sino que también pone en riesgo la continuidad de
rasgos genéticos deseables, especialmente en especies en riesgo o con alto valor
reproductivo. En respuesta a esta necesidad, se planted la aplicacion de la técnica
de Flushing, un método que permite la extraccion de espermatozoides desde la cola
del epididimo en animales fallecidos, ofreciendo una alternativa viable para

preservar la genética de ejemplares de gran valor, incluso después de su muerte.

Por ello, el presente trabajo se centrd en investigar las caracteristicas morfoldgicas
y funcionales de los espermatozoides obtenidos tras la muerte del animal, teniendo
en cuenta factores como el tiempo transcurrido y los métodos de conservacion. La
posibilidad de utilizar espermatozoides post mortem no solo amplia las opciones de
reproduccion asistida, sino que abre nuevas perspectivas en la medicina veterinaria.
Con ello, se gener6 conocimiento util para la preservacion genética en condiciones
post mortem, lo cual contribuye a mejorar las estrategias reproductivas y de

conservacion animal.



1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo General

Evaluar la calidad espermaética en bovinos post mortem.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Comparar la calidad espermatica en bovinos post-mortem en intervalos de
tiempo.

e Determinar cual de los intervalos de tiempo permite mantener la viabilidad
espermatica.

o Establecer en que region del epididimo se encuentra la mayor concentracion

espermatica.



1.4 HIPOTESIS

Ho: La calidad espermatica en bovinos no presenta diferencias significativas en

funcion de la técnica de Flushing ni del tiempo post mortem.

Ha: La calidad espermdtica en bovinos presenta diferencias significativas en

funcioén de la técnica de Flushing y el tiempo post mortem.



CAPITULO 11

2 MARCO TEORICO

2.1 Aparato reproductor del macho

Esta compuesto por varios 6rganos. Los testiculos son los drganos principales. Los
organos sexuales secundarios incluyen los conductos deferentes, el epididimo, los
vasos eferentes que conectan los testiculos con el exterior, y el pene, que contiene
la uretra, la cual sirve tanto para la expulsion de la orina como de las secreciones
sexuales y los espermatozoides. Ademads, los oOrganos sexuales accesorios
comprenden la glandula prostatica, las vesiculas seminales y las glandulas
bulbouretrales o de Cowper. Todos estos d6rganos, principales, secundarios y
accesorios, en conjunto forman el aparato reproductor masculino. (Melgar

Montalvan, 2022)

2.2 Organos principales

2.2.1 Testiculos

Son érganos pares que tienen una forma oval un poco prolongada y se ubican en la
region inguinal. Se encuentran dentro de una estructura cutanea en forma de saco
denominada escroto, el cual tiene la funcidon de proteger, sostener y mantener la

temperatura adecuada para la espermatogénesis. (Stornelli & Sota, 2016)

Los testiculos se definen como una glandula mixta que tienen doble funcion:
exocrina (secretan células o espermatozoides) y endocrina (produccion de
hormonas). Las células de Leydig (intersticiales) secretan testosterona (T2) en
respuesta a la estimulacién de la hormona luteinizante (LH). Por otro lado, las
células de Sertoli sintetizan y secretan dos hormonas proteicas, inhibina y activina,
que junto con T2 ejercen una retroalimentacion negativa sobre el eje hipotalamo-
pituitario-gonadal, controlando asi la secrecion de las gonadotropinas LH y FSH
(hormona foliculo estimulante), que controlan la producciéon de espermatozoides.

(Stornelli & Sota, 2016)



2.2.2 Morfofisiologia funcional

El tamafio de los testiculos de un bovino puede variar seglin diversos factores como
la edad, la raza y desarrollo fisico. En promedio, los testiculos de un toro adulto
suelen pesar entre 250 y 500 gr cada uno, representando aproximadamente el 0,09%
del peso vivo del animal. En cuanto a las dimensiones, los testiculos de un toro
adulto pueden tener una longitud que varia entre 10 y 15 centimetros, con un
diametro que oscila entre 5 y 8,5 centimetros. Es comin observar una ligera
asimetria entre ambos testiculos, tanto en su longitud como en su diametro. (Melgar

Montalvan, 2022)

El exterior de cada testiculo estd rodeado por la tunica vaginal formada por
mesotelio y tejido conectivo. En su interior se encuentra la tinica albuginea, que es
una capsula gruesa con un tejido conectivo denso e irregular en el exterior. El
interior de este saco estd compuesto de tejido conectivo laxo que estd altamente
vascularizado y se llama capa vascular (membrana vascular). La tunica albuginea
es mas gruesa a lo largo de la superficie caudal del testiculo y forma el mediastino
testicular. Las trabéculas fibrosas se originan en el mediastino testicular y dividen
de manera incompleta el testiculo en compartimentos piramidales, los l6bulos

testiculares. (Barbeito & Diessler, Introduccion a la Histologia Veterinaria, 2022)

El parénquima testicular estd formado por tubulos seminiferos, que son
responsables de la produccion de espermatozoides, y por tejido intersticial que
incluye vasos sanguineos, linfaticos y nervios. Los espermatozoides producidos en
los tubulos seminiferos son recolectados por la rete testis, situada en el mediastino
testicular, y luego transportados a través de la tiinica albuginea hacia los conductos
eferentes. Finalmente, los espermatozoides llegan a la cabeza del epididimo, donde

contintian su maduracioén. (Mancheno Herrera C. , 2022)

Las células de Sertoli tienen un citoplasma extendido y una forma piramidal. Estas
células sostienen el epitelio germinativo y forman la estructura de los tibulos

seminiferos. Estan situadas sobre la membrana basal y se conectan entre si mediante



complejos de unidn especializados en la porcion basal, lo que impide que las
diferentes capas celulares penetren en la luz del tiibulo, salvo a través del citoplasma
de las células de Sertoli. Estas células son cruciales para la nutricion de las células
germinales mientras se desplazan desde la membrana basal hacia la luz del tibulo.

(Cuaran Calva & Burbano Coral , 2014)

2.3 Organos sexuales secundarios

2.3.1 Escroto y cordon espermatico

Es una bolsa membranosa y delgada situada entre la region inguinal y el ano, que
envuelve a los testiculos y epididimos. Su funcion es sostener, proteger y regular la
temperatura de los testiculos y epididimos. Esta formada por piel pigmentada y
cubierta por pocos pelos finos. Esta dividida por un septo medio en dos cavidades
que albergan los testiculos, el epididimo y la parte distal del cordon espermatico.
Debajo de la piel, existen glandulas sebaceas bien desarrolladas y una capa poco
definida de musculo liso, con fibras elasticas y colageno, conocida como dartos.
También se encuentra el musculo cremadster, un musculo estriado que se origina del
musculo oblicuo interno del abdomen y se inserta en la capa parietal de la tunica
vaginal. Junto con el dartos, el cremaster permite el movimiento del escroto en
relacion con el cuerpo mediante su contraccion y relajacion, contrayéndose en
respuesta a bajas temperaturas y relajandose cuando estas son elevadas. Este
movimiento, junto con la piel delgada con pocos pelos y las glandulas sebaceas, le
confieren al escroto su funcidon de termorregulador para los testiculos y epididimos

(Stornelli & Sota, 2016).

2.3.2 Control de la temperatura

El testiculo necesita mantenerse a una temperatura de 4 °C por debajo de la
corporal. El escroto y el sistema vascular testicular acttian como termorreguladores
mediante un mecanismo de intercambio de calor en el cordon espermatico. La
arteria testicular se alarga a medida que el testiculo desciende al escroto, siendo esta

elongaciéon mayor de lo necesario para permitir los movimientos del testiculo



durante la regulacion térmica. El estrés térmico en el escroto puede causar
alteraciones en la funcion testicular, como la pérdida de peso testicular, la pérdida
de células germinales, un aumento de la apoptosis celular, una disminucién en la
concentracion, viabilidad y motilidad espermatica, y una reduccion en la capacidad
fecundante de los espermatozoides, resultando en infertilidad temporal (Huanca,

Coronado, & Galloway, 2015)

La posicion anatémica de los testiculos en los bovidos, alejada del ntcleo térmico
del cuerpo y de la zona caldrica mesentérica, permite que se mantengan de 4 °C por
debajo de la temperatura corporal. El gradiente térmico del complejo escrotal y
testicular muestra diferentes temperaturas, desde la corporal (39.8°C), la sangre
arterial (39.6°C), el interior del vaso espermatico (38.6°C), el musculo cremaster
(36.4°C) y los vasos testiculares (33.0°C), hasta el nucleo testicular (33.0°C). Estas
diferencias térmicas facilitan la termorregulacion del escroto y los testiculos para

mantener la hipotermia regional sectorial. (Aratiz, Santamaria, Cuevas, & Mudarra,

2018)

La bolsa escrotal y el cordon espermatico cumple un papel fundamental en el
control de la temperatura testicular, acercando los testiculos al cuerpo cuando la
temperatura ambiente es baja y distancidndolos cuando es alta. Con la finalidad de
mantener un ambiente térmico Optimo para la espermatogénesis. La membrana de
dartos (el musculo liso que recubre el escroto) y el musculo cremaster (el musculo
liso que rodea el cordon espermatico) son dos musculos sensibles a la temperatura.
Durante los periodos frios, la contraccion de estos musculos hace que el escroto se
retraiga y el cordon espermatico se acorte, acercando los testiculos al cuerpo.
Primero deben ser sensibles a la testosterona para poder responder a los cambios de

temperatura ambiente. (Luzon Cevallos F. E., 2015)

2.3.3 Epididimo

El epididimo es una estructura alargada ubicada en la superficie dorsolateral del

testiculo, y se divide en tres partes anatomicas: la cabeza, el cuerpo y la cola. La



cabeza del epididimo se sitia en el polo craneal del testiculo, comenzando en la
parte medial y extendiéndose lateralmente para continuar con el cuerpo, que recorre
la superficie dorsolateral. La cola estd unida a la porcion caudal del testiculo
mediante el ligamento propio del testiculo. La funcion principal del epididimo es
proporcionar el ambiente adecuado para la maduracion de los espermatozoides,
dandoles motilidad y capacidad fertilizante, ademds de servir como reservorio para

los mismos. (Stornelli & Sota, 2016).

La maduracion de los espermatozoides ocurre durante el transito por el epididimo;
la motilidad aumenta a medida que aquellos entran en el cuerpo de éste. El ambiente
de las células espermaticas en la cola del epididimo proporciona factores que
favorecen la capacidad fecundante. La cola es el principal organo de
almacenamiento, contiene alrededor del 75% de las células espermaticas alojadas

en el epididimo. (Montovio, 2021)

Se calcula que el tiempo de migracion a través del epididimo es de
aproximadamente 10, 11, 14 y 15 dias, respectivamente. Durante este periodo, los
espermatozoides experimentan cierta maduracion y pueden permanecer viables por
periodos prolongados debido a su baja motilidad y metabolismo. En los machos
bovinos, el epididimo tiene una gran capacidad de almacenamiento de
espermatozoides, que varia entre 20,000 y 80,000 millones, dependiendo de la edad

y el desarrollo testicular. (Héctor Pérez, 2009)

2.3.4 Pene

Es el organo encargado de la copulacion y se divide en tres partes: base, cuerpo y
glande. La base esta fijada al arco isquiatico. El cuerpo constituye la mayor parte
del pene y, en su parte ventral, contiene la uretra rodeada por tejido eréctil llamado
cuerpo esponjoso, asi como dos estructuras adicionales de este tejido conocidas
como cuerpos cavernosos. Estos cuerpos estdn muy desarrollados en especies con
pene de tipo vascular, en contraste con las que tienen un pene fibroelastico, que esta

envuelto en una capsula de tejido conectivo que impide la expansion de su didmetro
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y presenta una flexura sigmoidea o "S" perineal que permite su extension durante
la ereccion, regulada por el musculo retractor del pene. El glande es la parte final y
distal del pene, rica en terminaciones sensitivas y cuya forma varia segun la especie.

(Mancheno Herrera C. , 2022)

El pene de un bovino es fibroelastico y tiene forma cilindrica, con una longitud de

90 cm y un grosor de 3 a 4 cm. (Melgar Montalvan, 2022)

2.3.5 Prepucio

Esun segmento que envuelve una porcion del pene con el propdsito de resguardarlo.
Esta formado por tejido epitelial y mucoso, dividido en una seccioén interna y
externa, y cuenta con un orificio para el paso de la orina y la salida del pene. (Melgar

Montalvan, 2022)

2.4 Glandulas sexuales accesorias

2.4.1 Glandulas accesorias

Su funcioén es producir el plasma seminal, que constituye la parte liquida del semen,
y sirve como medio de transporte para los espermatozoides, ademds de
proporcionarles nutrientes, limpiar la uretra y actuar como coagulante después de
la eyaculacion. Todas las glandulas accesorias estdn rodeadas de musculo liso, el

cual facilita la secrecion de su contenido durante la eyaculacion. (Mancheno

Herrera C. , 2022)

2.4.2 Glandulas vesiculares

Las glandulas vesiculares estan ubicadas en posicion lateralmente respecto a las
porciones finales de cada conducto deferente y en los rumiantes son estructuras
compactas y lobuladas. Estas gldndulas tienen una funcion secretora activa,
produciendo una secrecion rica en fructosa y acido citrico. Habitualmente, el

conducto de las glandulas vesiculares y el conducto deferente se combinan para

11



formar un conducto eyaculatorio comtn que desemboca en la uretra. (Montovio,

2021)

2.4.3 Prostata

Es una glandula accesoria de pequefio tamafio situada transversalmente en la cara
dorsal del cuello de la vejiga, en el inicio de la uretra. Produce un liquido opaco con
una reaccion neutra, caracterizado por un olor distintivo, rico en proteinas y sales
minerales. Esta glandula es la inica que se encuentra consistentemente en todas las
especies de animales machos domésticos. Su cuerpo mide 2,5 cm de ancho y entre
1 y 1,5 cm de grosor, por lo que puede palparse a través del recto. La porcioén
diseminada rodea la uretra pélvica y esta cubierta por el musculo uretral. (Melgar

Montalvan, 2022)

2.4.4 Glandulas bulbouretrales o de Cowper

Tienen forma cilindrica y estan ubicadas a cada lado de las dos terceras partes
caudales de la uretra pélvica, cerca del arco isquiatico. Miden 12 cm de largo y 2,5
a 3 cm de ancho. Estan parcialmente cubiertas por una capa de musculo estriado, el
musculo bulbo glandular, que ayuda en su vaciado. Estas glandulas son
responsables de producir y secretar la porcion gelatinosa del eyaculado. (Stornelli

& Sota, 2016)

2.4.5 Glandulas uretrales o de littre

Estan compuestas por dos tipos de glandulas: las intramucosas, que son pequefas y
abundantes en la region cavernosa de la uretra y se encuentran en la ldmina propia,
y las extramucosas, que son mas grandes y tienen conductos que suelen abrirse en
la uretra formando &ngulos agudos. Ambos tipos de glandulas secretan una
sustancia mucoide que, junto con la secrecion de las glandulas de Cowper, tiene la
funcion de limpiar y lubricar la uretra antes del paso de los espermatozoides. (Luzon

Cevallos F. E., 2015)
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2.5 Neuroendocrinologia reproductiva del macho

2.5.1 Hormonas reproductoras primarias de la glandula pituitaria

Las principales hormonas reproductivas del 16bulo anterior son la hormona foliculo
estimulante (FSH), hormona luteinizante (LH) y prolactina. Las LH y FSH se
conocen conjuntamente como gonadotropinas debido a su funcidn de estimular las
gonadas. En el macho, la LH también se denomina ocasionalmente hormona
estimulante de las células intersticiales (ICSH). La inhibina, una proteina producida
por los testiculos, actiia directamente sobre la hipofisis anterior para inhibir la

liberacion de FSH.

En el macho, la FSH estimula la espermiogénesis en los testiculos al actuar sobre
las espermatogonias y las células de Sertoli. Ademas, la FSH induce a las células
de Sertoli a producir inhibina y una proteina fijadora de androgenos (ABP). La ABP
se secreta en el lumen de los tubulos seminiferos y facilita el transporte de
testosterona. Por otro lado, la LH estimula a las células de Leydig, ubicadas en el
tejido intersticial de los testiculos, para producir testosterona y otros androgenos.

(Luzén Cevallos F. E., 2015)

2.5.2 Control de la glandula pituitaria por el hipotilamo

El hipotadlamo forma parte del piso y las paredes laterales del tercer ventriculo del
cerebro y estd estrechamente vinculado con la hipofisis. El sistema portal
hipofisario conecta el hipotadlamo con la hipofisis anterior, mientras que la hipofisis
posterior es una extension directa del hipotalamo. Las fibras nerviosas provenientes

de células neurosecretoras del hipotdlamo se extienden hasta la hipofisis posterior.

La secrecion de hormonas gonadotropicas por la hipofisis anterior esta regulada por
una hormona liberadora peptidica producida por el hipotalamo. En especies como
cerdos y ovejas, se ha aislado y caracterizado un péptido denominado hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH). Esta hormona, secretada por el hipotdlamo,

estimula la adenohipofisis para producir y liberar LH (hormona luteinizante) y FSH
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(hormona foliculoestimulante), las cuales actiian sobre los testiculos al unirse a
receptores especificos. Ademas, la GnRH también participa en la regulacion de la

sintesis de la hormona del crecimiento (GH).

La FSH actta en las células de Sertoli, estimulando la espermatogénesis, mientras
que la GH favorece el metabolismo testicular y también apoya la espermatogénesis.
Ademas, la liberacion y retencion de prolactina en la hipofisis anterior estan
reguladas por la hormona liberadora de prolactina (PRH) y la hormona inhibidora
de prolactina (PIH). Finalmente, la hormona liberadora de corticotropina (CRH)
estimula la liberacion de hormona adrenocorticétropa (ACTH). (Luzoén Cevallos F.

E., 2015)

2.6 Espermatogénesis

La espermatogénesis consiste en una serie de procesos mediante los cuales las
espermatogonias se convierten en espermatozoides. Este conjunto de eventos tiene
lugar en el estroma testicular, especificamente a nivel de los tiibulos seminiferos, y
comienza con la pubertad del toro. De esta manera, se produce esperma a partir de

células primordiales bajo un control endocrino, paracrino y autocrino. (Mejia, 2016)

2.6.1 Control endocrino

Antes de la pubertad, cuando comienza la espermatogénesis, este proceso estd
marcado por la adecuada produccion del factor de liberacion de gonadotropinas
(GnRH) en el hipotalamo y la secrecion de FSH (hormona estimulante de células
de Sertoli) y LH (hormona estimulante de las células de Leydig) por la hipofisis,
asi como de esteroides sexuales producidos por las células de Leydig en los

testiculos.

La liberacion de LH ocurre en pulsos de aproximadamente 10 a 20 minutos, entre
4y 8 veces al dia. En contraste, las concentraciones de FSH son més bajas, pero sus

pulsos tienen una duracion mayor. Ademas, los testiculos mantienen una secrecion

14



continua de inhibina. Las células de Leydig, que poseen receptores de membrana
especificos para LH, sintetizan y secretan testosterona dentro de los 30 minutos
posteriores a la liberacion de esta hormona, con una duracion de accion

relativamente breve, entre 20 y 30 minutos.

La espermatogénesis comienza con la division de las células germinales fetales para
producir espermatogonias, que a su vez generan diversas células. El lumen de los
tabulos seminiferos se forma aproximadamente entre los 5 y 8 meses de edad del
ternero, periodo durante el cual también se produce FSH, lo que resulta en una alta
proliferacion de células de Sertoli, alargamiento y aumento del diametro de los

tibulos seminiferos.

Los eventos que ocurren durante la espermatogénesis incluyen la

espermatocitogénesis y la espermiogénesis. (Gerrero & Galina, 2021)

2.7 Espermatocitogénesis

Consiste en una serie de divisiones mitoticas desde espermatogonias hasta lograr la
transformacion en espermatogonia B, pasando por una serie de espermatogonias

como son Al, A2, A3, A4, espermatogonia 1.

Estos eventos se encuentran bajo una actividad endocrina por medio de la FSH, que
a través del sistema sanguineo actia desde la hipofisis encontrando receptores de
células de Sertoli, estas son células moldeadoras de células primordiales hasta
formarse como espermatozoide, las células de Sertoli requieren de la accidon
paracrina por medio de la testosterona que provienen de las células intersticiales o

de leydig.

En el inicio de la meiosis tiene como propodsito la reduccion el numero de
cromosomas en el gameto para lograr de esta manera un estado haploide. Los

espermatocitos primarios son el resultado de una division mitdtica, donde posee 5
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estados que se conocen como preleptoteno, leptoteno, zygoteno, paquiteno y

diploteno, cada uno de estos estados corresponde a la sintesis y replicacion de DNA.

De esta manera, la proface de la primera division meidtica asegura la
heterogeneidad genética en cada uno de los espermatocitos secundarios y la
espermatide obtenida serd unica desde el punto de vista genético. Una vez obtenido
el espermatocito primario, lo que ha durado entre 18 y 19 dias corresponde al 30%
de la espermatogénesis completa, se forma el espermatocito secundario donde dura
de 1 a 2 dias, rapidamente este a su vez hace su segunda division meidtica, dando
lugar a un espermatide haploide de tipo esférico. (Olivera, Ruiz, Tarazona, &

Giraldo, 2006)

2.8 Espermiogénesis

Durante esta etapa, la célula en transformacion experimenta un cambio drastico de
su forma esférica hasta convertirse en un espermatozoide completo. Este proceso

incluye las fases de Golgi, encasquetamiento, acrosomal y maduracion.

2.8.1 Fase de Golgi

Se caracteriza por eventos que ocurren en la espermatide y tienen que ver con la
formacién del acrosoma que a su vez es una organela subcelular que se forma a
partir de granulos proacrosomicos dentro del aparato de Golgi. El aparato de Golgi
es un sistema de empaquetamiento que utiliza un grupo de vesiculas
proacrosdmicos, donde se fusionan dando lugar a una gran vesicula que se adhiere

a la envoltura nuclear.

Mientras que los centriolos migran al citoplasma a la base del nucleo, el centriolo
proximal formara una base o implante que permitira la union de la cabeza con la
cola, mientras que el centriolo distal permite el desarrollo del axonema o cola del

espermatozoide. (Olivera, Ruiz, Tarazona, & Giraldo, 2006)
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2.8.2 Fase de encasquetamiento

Ocurre la dispersion de granulo acrosdmico sobre la porcion anterior del ntcleo, el
aparato de Golgi se aleja del nucleo hacia la parte caudal de la espermatide. Los
componentes del axonema en desarrollo de la cola se alargan més alla de la periferia
del citoplasma celular, proyectandose de la espermatide hacia el lumen del tabulo

seminifero. (Lozano, 2019)

2.8.3 Fase acrosomica

Da inicio una elongacion del nucleo y del citoplasma de la espermatide, donde se
presenta una rotacion de cada espermatide para que el acrosoma se dirija hacia la
base o pared externa del tibulo seminifero y la cola hacia el lumen del mismo. Esta
serie de modificaciones son moldeadas por las células de Sertoli, donde las

espermatides se encuentran en este momento profundamente incrustadas. (Lozano,

2019)

2.8.4 Fase de maduracion

En la fase de la maduracion hay porciones del manguito que migran hacia la cola y
comienzan a desaparecer, mientras que el resto va a formar la capa posnuclear. Las
mitocondrias se ensamblan en forma helicoidal alrededor del flagelo en la region
posterior del nucleo para formar la pieza media. Las células de Sertoli forman la
membrana citoplasmatica restante luego del alargamiento de la espermatide.

(Lozano, 2019)

2.9 Morfologia del espermatozoide

Se caracteriza por tener una cabeza ovalada y aplanada, con un acrosoma bien
desarrollado que tiene enzimas para la penetracion del ovulo. El cuello del
espermatozoide contiene el centriolo, que es crucial para la division celular. La

pieza intermedia y la cola proporcionan la energia necesaria para el movimiento del
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espermatozoide. La morfologia del espermatozoide es fundamental para la funcion

reproductiva y la fertilidad.

La morfologia espermatica es uno de los pardmetros mas relevantes para detectar
la precocidad sexual bovina. En el momento del eyaculado, las células espermaéticas
deben presentar un grado adecuado de madurez, con la cromatina debidamente
condensada e integrada al acrosoma, la pieza intermedia debe estar en condiciones
optimas y sin la presencia de gotas citoplasmaticas en el flagelo. Estas
caracteristicas estructurales son importantes para asegurar un movimiento eficiente
de la célula espermatica en el tracto reproductor femenino y aumentar las

probabilidades de fertilizacion exitosa. (Chicaiza, 2022)

2.9.1 Cabeza

En la porcién anterior de la cabeza se encuentra el acrosoma, una estructura que
cubre aproximadamente dos tercios de su superficie. Su funcidn esta relacionada
con la reaccidén acrosdomica y la penetracion de la zona peltcida del ovocito. En la

linea ecuatorial se localiza la region postacrosémica.

2.9.2 Cola

Est4 formada por el cuello, el cual se une al cuerpo basal del flagelo. Su estructura
interna se conforma de nueve pares de microtubulos unidos entre si mediante un
complejo proteico denominado dineina. El flagelo se divide en tres segmentos, la
pieza media formada en su interior por mitocondrias, la pieza principal con
elementos estructurales del axonema y fibras, por tltimo, tenemos la pieza terminal

con fibras de cobertura. (Chicaiza, 2022)

2.9.3 Pieza media

El filamento axial consta de dos microtubulos centrales y nueve dupletas
periféricas. Estas estructuras estdn rodeadas por nueve fibras externas dispuestas

longitudinalmente y conectadas con las fibras del cuello. A su vez las mitocondrias
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dispuestas en patron helicoidal conforman el aparato metabolico y rodean las nueve
fibras. Un engrosamiento en forma de anillo sefiala el limite entre la pieza media y

la principal.

2.9.4 Pieza principal

Esta es la porcion més larga del flagelo. La estructura del filamento axial es idéntica
a la de la pieza media y también esta rodeada por fibras externas que contintian
desde dicha region. No obstante, estas estructuras presentan variaciones en tamafio
y forma, estrechandose progresivamente hacia el extremo distal de la pieza
principal. Ademas, la vaina fibrosa periférica, caracteristica de esta region, se forma
por la fusion de dos fibras externas con bandas semicirculares de proteinas

estructurales.

2.9.5 Pieza terminal

Esta comienza donde finaliza la vaina fibrosa de la pieza principal, contiene
solamente el complejo del filamento axial, y los microtubulos se reducen

gradualmente en unidades que terminan en niveles diferentes. (Luzon, 2015)

2.10 Alteraciones de la morfologia espermatica

La morfologia espermatica proporciona parametros esenciales para seleccionar
espermatozoides que aseguren el éxito en los tratamientos de reproduccion asistida.
La teratozoospermia, caracterizada por la presencia de espermatozoides anormales,
puede impactar negativamente en la fertilidad, el desarrollo embrionario y generar

pérdidas econdmicas, ademas de consumir tiempo.

Las alteraciones espermaticas se clasifican en dos tipos: primarias, que son
causadas por anomalias en los testiculos o fallos en la espermatogénesis, y
secundarias, que ocurren durante el transito a través del sistema ductal o por errores

en el manejo del semen durante la recoleccion.
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En la mayoria de los mamiferos, se considera que un semen de buena calidad debe
contener mas del 70% de espermatozoides con morfologia normal, con anomalias
primarias representando menos del 10% y las secundarias menos del 20%. Ast, las

anomalias totales no deben superar el 30%.

2.10.1 Anormalidades primarias

e Forma de cabeza: periforme, lanceolada, angosta o estrecha.
e Acrosoma: desprendido, rugoso, pequeio.

e Tamarfio de cabeza: microcefalia, macrocefalia.

e (abeza desprendida.

e Doble cabeza

e (olas accesorias

e (ola fuertemente enrollada

e Cuello paraxial

2.10.2 Anormalidades secundarias

e Espermatozoides con gota citoplasmatica proximal.
e Espermatozoides con gota citoplasmatica distal.

e Espermatozoides con cola enrollada.

¢ Espermatozoides con acrosoma desprendido.

e Espermatozoides con cola quebrada

e Colas con curvas suaves.

e Colas enrolladas en la porcion terminal.

También existe la presencia de células epiteliales, eritrocitos, formacion de
medusas, células precursoras de los espermatozoides, estas son consideradas

anomalias secundarias. (Avalos, Gonzélez, Vargas, & Herrera, 2018)
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2.10.3 Extraccion de espermatozoides del epididimo

Existen varios métodos para la recuperacion de espermatozoides, incluyendo la

recoleccion por reflujo retrogrado.

2.10.4 Técnica de Flushing (por reflujo retrogrado)

Es fundamental comprender la técnica y las distintas metodologias para su
ejecucion, ya sea con o sin los testiculos. Frecuentemente, el procedimiento se
realiza mediante la extraccion del epididimo. Una vez separado del testiculo, el
epididimo se coloca en una caja Petri con solucion de lactato de Ringer precalentada
a 37 °C, con el objetivo de eliminar residuos sanguineos y preservar la viabilidad
espermatica. Como alternativa, puede disponerse sobre papel absorbente fijado,

quedando listo para la extraccion junto a la caja Petri.

Posteriormente, se identifica la region mas proxima a la zona media del epididimo
y se realiza un corte transversal con bisturi para exponer los tibulos seminiferos.
Luego, se localiza el conducto deferente y se introduce una aguja de calibre 22 o

23, seleccionada en funcion del diametro interno del conducto.

Seguidamente, se acopla una jeringa de 10 a 15 ml cargada con diluyente seminal.
Para evitar el reflujo del diluyente o del fluido espermatico, se coloca una pinza que
bloquea el retroceso del liquido. De este modo, el material seminal es recolectado

en la caja Petri, garantizando su adecuada preservacion para el andlisis posterior.

Es importante destacar que el tiempo y la temperatura desempeian un papel
fundamental en este procedimiento, ya que influyen directamente en la viabilidad y

supervivencia de los espermatozoides. (Arieta, Fernandez, & Menchaca, 2014)

2.11 Evaluacion de la calidad del semen

La evaluacion del semen implica considerar tanto caracteristicas especificas como
generales, las cuales estan influenciadas por las condiciones de vida del animal, su
raza y su edad. Estos factores son determinantes para la calidad espermatica,

especialmente en términos de su valor genético.
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2.11.1 Caracteristicas Macroscopicas
2.11.2 Calidad

La calidad espermatica es uno de los factores mas importantes para determinar la
viabilidad del espermatozoide, ya que incluye aspectos clave como la motilidad
progresiva, indispensable para la fertilizacion. Ademds de la motilidad, otras
caracteristicas como la integridad de la membrana plasmatica, la morfologia y la
funcionalidad mitocondrial juegan un papel importante en la capacidad de los
espermatozoides para fecundar eficazmente. Estos parametros, al ser evaluados de
manera integral, permiten predecir con mayor precision el potencial reproductivo

del semen.
2.11.3 Volumen

Normalmente, el semen bovino eyaculado se presenta denso, cremoso y
ligeramente amarillento. El andlisis del volumen y el aspecto se realiza
inmediatamente después de la eyaculacion. El volumen medio de eyaculado
establecido para el ganado bovino es de 4-6 ¢m3, con una variacion que puede
oscilar entre 1-15 cm3, Los toros jovenes suelen eyacular entre 1 a 3 cm3, mientras

que los toros de 11 a 13 afios de edad, pueden eyacular entre 10 a 15 cm3. (Aventin

S.,2016)

2.11.4 Olor

El olor es caracteristico, ligeramente intenso y persistente.

2.11.5 Color

El color del eyaculado puede evaluarse visualmente. Este color varia segun la
cantidad de riboflavina presente, siendo normalmente blanco marfil o ligeramente
amarillento. Sin embargo, también puede presentarse un tono rojizo, indicativo de

presencia de sangre fresca, o un color parduzco, causado por sangre vieja
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(hemolizada), lo que se conoce como hemospermia. Por otro lado, un tono grisaceo

sugiere contaminacion. (Aguero, 2012)

2.11.6 Densidad

Podemos categorizar la densidad del semen de la siguiente manera:

e Muy buena (MB): semen cremoso, granular con 750 a 1,000 millones de
espermatozoides/ml o mas.

e Buena (B): semen lechoso con 400 a 750 millones de espermatozoides/ml.

e Suficiente (S): semen semejante a leche descremada con 250 a 400 millones
de espermatozoides/ml.

e Pobre (P): semen translucido con menos de 250 millones de

espermatozoides/ml. (Stornelli & De la Sota, 2011)

2.12 Caracteristicas Microscopicas

2.12.1 Viabilidad

Depende de una evaluacion integral de la calidad del semen, que incluye factores
como la motilidad progresiva y la fisiologia de los espermatozoides. Para que un
espermatozoide sea valorado como viable, no solo debe mostrar un movimiento
apropiado, sino también contar con una estructura celular intacta, abarcando la
integridad de la membrana plasmadtica y el estado funcional de sus organulos, como
las mitocondrias. Estos aspectos son esenciales para asegurar la capacidad

fecundante y la potencial fertilizacion exitosa.

2.12.2 Motilidad

La evaluacion de la motilidad espermatica consiste en una estimacion subjetiva de
la viabilidad de los espermatozoides y de la calidad de su movimiento, sin la
capacidad de desplazamiento que poseen los espermatozoides de los mamiferos,

seria imposible que llegaran a recorrer la distancia desde su deposicion en el tracto
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de la hembra ya sea esta accion por monta natural o inseminacion artificial. (Cabrera

& Pantoja, 2012)

2.12.3 Motilidad o movimiento en masa

Barth A (2001) concreta que la motilidad masal es el resultado de la concentracion
espermatica, el porcentaje de células con movimiento progresivo y velocidad de
movimiento de los espermatozoides. Esto produce movimientos de flujo y la
formacion de verdaderas olas de zoospermos. No obstante, cuando su concentracion
o vitalidad se encuentra disminuida, estos patrones se atentian, lo que refleja una

reduccion en la calidad del eyaculado

Baracaldo M (2007) menciona que el movimiento en masa de los espermatozoides
esta determinado por varios factores, entre ellos la concentracion, el porcentaje de
cé¢lulas con movimiento progresivo y la velocidad o vigor del desplazamiento. Si
alguno de estos parametros se ve comprometido, la intensidad del movimiento en

masa disminuira considerablemente.

2.12.4 Motilidad individual progresiva

Se estima el porcentaje de espermatozoides con movimientos progresivos lineal en
una muestra de semen diluido en una solucion. Este es el resultado de la evaluacion
del movimiento progresivo de los espermatozoides y de los cambios en su
motilidad, debe ser observada en un aumento de 200 x — 500 x, de preferencia bajo

contraste. (Maroto, 2020)

Escala basada en el porcentaje de células moviles.
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Tabla 1

Porcentaje de Células Moviles

Valor descriptivo % de células maoviles
Muy buena 80 — 100 % de células moviles
Buena 60 — 79 % de células moviles
Regular 40 — 59 % de células moviles
Mala Menos de 40 % de células moviles

En la motilidad segin Echeverry (2007), permite predecir la fertilidad o habilidad
para congelar, ya que la motilidad post-descongelacion es frecuentemente usada
para ajustar la concentracion de espermatozoides por pajilla, cuando el semen se
designa para IA. De igual manera la motilidad progresiva también puede ser
evaluada siguiendo la velocidad de movimiento o grado de movimiento.

Escala basada en la velocidad de movimiento de las células segun Echeverry (2007)

Tabla 2

Velocidad de movimiento de células

Valor descriptivo Velocidad de movimiento.

0 Sin movimiento.

1 Leve movimiento de cola sin desplazamiento progresivo.

2 Lento movimiento de la cola con algo de movimiento
progresivo.

3 Movimiento progresivo a velocidad lenta.

4 Movimiento progresivo rapido.

5 Movimiento progresivo rapido donde es facil seguir la célula
determinada.

2.12.5 Evaluacion del acrosoma

Este juega un papel muy importante en la fecundacion. En el acrosoma, se pueden

identificar tres regiones claramente diferenciadas: la zona acrosomal con su borde
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apical, la zona post-acrosomal y el segmento ecuatorial entre ambas. Este segmento

tiende a sufrir rupturas durante el proceso de refrigeracion. (Cabrera & Pantoja,

2012)

2.12.6 Recuento electronico

Normalmente, se emplean fotometros para este proposito. Se toma una muestra de
semen diluida en una cubeta con un volumen especifico de diluyente, y luego esta
dilucion se analiza con el fotdmetro. Este andlisis suele tomar alrededor de 30
segundos. El fotometro determina el numero de dosis que se congelaran y el

volumen final del diluyente que se utilizara.

2.12.7 Camara de Neubauer

También conocida como hemocitometro, es un dispositivo de vidrio que presenta
dos superficies reticuladas disefiadas para el conteo de células, junto con dos
columnas laterales que tienen una altura de 0,1 mm por encima del reticulo. El
reticulo de Neubauer estd dividido en 9 cuadrantes, pero solo se utilizan los 4
cuadrantes laterales (L1, L2, L3 y L4). El cuadrante central (H total) esta
subdividido en varios subcuadrantes mas pequefios, con un total de 25 (H1, H2, H3,
H4 y HS son los mas relevantes). Este hemocitometro es considerado el método
estandar para determinar la concentracion celular y para calibrar sistemas eléctricos
de recuento celular. Aunque es confiable y economico, requiere mas tiempo, al
menos 10 minutos por muestra evaluada, e implica el recuento visual de los

espermatozoides. (Cardona, Berdugo, & Cadavid, 2008)

2.13 Estadistica de animales faenados en el Camal de Guaranda.

La cantidad de animales faenados en el Canton Guaranda varia considerablemente
segun la época del ano. En particular, el andlisis correspondiente al mes de agosto
de 2024 revel6 un total de 251 reses, tanto hembras como machos, mayores de 2,5
afios de edad. A continuacion, se presenta una tabla que ilustra los datos obtenidos

para este periodo.
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Tabla 3

Indice de faenamiento

Animales faenados mensualmente en el Canton Guaranda

Hembras Edad Machos Edad Total
Semana 1 12 2,5 -3 anos 19 3,5 anos 31
Semana 2 17 2,5 afnos 54 3 afios 71
Semana 3 24 3 anos 52 4,5 afios 76
Semana 4 28 3 afios 45 3,5 - 4 afios 73

Total, de animales al mes. 251

Figura 1 Porcentaje de Animales de Faenamiento

Faenamiento
Semanal
13%
Semana 4
29%
Semana 2
28%
Semena 3
30%
= Semana 1 Semana 2 Semena 3 Semana 4

2.14 Diluyente

Son soluciones acuosas disefiadas para aumentar el volumen del eyaculado mientras
se preservan las caracteristicas funcionales de los espermatozoides, asegurando asi
un nivel adecuado de fertilidad. Estos diluyentes desempefian diversas funciones,
como proporcionar energia para el metabolismo de los espermatozoides, neutralizar
residuos, mantener el equilibrio osmotico y estabilizar las membranas de los

espermatozoides. (Cuenca & Avellaneda, 2017).

Los diluyentes comunmente utilizados son del tipo tris (buffer), los cuales deben

contener sustancias ionicas o no ionicas para mantener la osmolaridad del medio.
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Ademas, deben incluir una fuente de lipoproteinas de alto peso molecular, como
yema de huevo o leche descremada, asi como fuentes de energia como fructosa o
glucosa, y principalmente un crioprotector. (Medina, Sanchez, Velasco, & Cruz,

2007).

2.14.1 AndroMed

Es un concentrado estéril disefiado para la preparaciéon de diluyentes, y fue
introducido en el mercado en el afio 2000. Desde entonces, este producto ha
experimentado un aumento significativo en su uso, con un incremento mundial del
60% al 100%. AndroMed ha establecido su liderazgo en los laboratorios que se
dedican a la produccion moderna de semen. Este concentrado estd especialmente
formulado para eyaculados bovinos y esta libre de yema de huevo. Es adecuado
para la congelacion de semen a temperaturas entre 5 °C y 10 °C. Ademas, puede

ser utilizado para semen de cabras, ovejas y ciervos.

2.14.2 Composicion

e Fosfolipidos
e TRIS

e Acido citrico
e Azlcares

e Antioxidantes
e Tampones

e Glicerina

e Agua de altisima pureza

2.14.3 Unidades activas

e Tilosina 5,0 mg
e Gentamicina 25,0 mg

e Espectinomicina 30,0 mg
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e Lincomicina 15,0 mg

2.14.4 Preparacion del diluyente

Para preparar el diluyente comercial de 200 ml, se debe diluir con 800 ml de agua
destilada estéril que ha sido previamente calentada a una temperatura entre +30 °C
y +35 °C. Aunque es factible preparar volimenes mas pequefios, es fundamental
mantener la proporcion de 4 partes de agua destilada por cada parte de concentrado,
garantizando asi las propiedades Optimas de conversion de AndroMed.

2.15 Tinciones o colorantes

2.15.1 Eosina G, solucion al 2% para tincion supravital

Penetra las membranas de las células dafiadas, tifiendo las lesiones y los

espermatozoides no viables o muertos de color rosa.

2.15.2 Nigrosina, solucion al 4% para tincion supravital, 50 ml

Proporciona un fondo oscuro que resalta los espermatozoides, permitiendo observar

claramente su morfologia.
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CAPITULO 111

3 MARCO METODOLOGICO
3.1 Ubicacion y caracteristicas de la investigacion

3.1.1 Localizacion de la investigacion

La presente investigacion se llevo a cabo en las instalaciones del Laboratorio de
Investigacion y Vinculacion Laguacoto II, ubicada en el Cantén Guaranda, en el

sector de Laguacoto II Km 1 1/, via San Simoén.

3.1.2 Situacion geografica y edafoclimatica

Parametros Localidad
Altitud 2608.00 msnm
Latitud -1.614378° S
Longitud -78.998339° O
Temperatura maxima 19 °C
Temperatura minima 10 °C
Temperatura media anual 14 °C
Precipitacion media anual 619 mm3
Humedad relativa (%) 72%

3.1.3 Zona de vida

Segtin el sistema de clasificacion de zonas de vida por Leslie Ransselaer Holdrige

el canton Guaranda corresponde a la formacion Bosque Himedo Montano Bajo

(B.h.m.b).
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3.2 Metodologia

3.2.1 Material experimental

45 glandulas sexuales masculinas

3.2.2 Factores en estudio

Factor A:

Al: Calidad espermatica

Factor B: Tiempo Post mortem
B1: 4 horas

B2: 8 horas

B3: 16 horas

3.2.3 Tratamientos

Tratamientos Codigo Descripcion

T1 Al1B1 Calidad espermatica a las 4 horas post mortem.
T2 Al1B2 Calidad espermatica a las 8 horas post mortem.
T3 Al1B3 Calidad espermatica a las 16 horas post mortem.

3.2.4 Descripcion técnica del ensayo.

Numero de tratamientos 3

Nimero de repeticiones 15
Numero de animales por unidad experimental 1

Numero total de unidades experimentales. 45

31



3.2.5 Tipo de disefio experimental o estadistico

Se emple6 un diseiio Completamente al Azar (DCA) con un arreglo factorial de

AxB (Calidad espermatica x tiempos Post mortem) con 15 repeticiones.

3.2.6 Manejo de la investigacion

Recoleccion de muestras y rotulacion

La recoleccion de muestras se llevo a cabo a las 04:35 a. m. en el camal de
Guaranda. Inmediatamente, fueron depositadas en un cooler para garantizar su
conservacion durante el traslado al laboratorio de Investigacion y Vinculacion

Laguacoto II.

A las 08:00 a. m., se procedi6 al empaquetado y rotulacioén de las muestras en bolsas
Ziploc, preparandolas para su respectivo analisis. Previamente, se llevd a cabo el
precalentamiento de los materiales necesarios en una plancha térmica, incluyendo
cajas Petri, cubreobjetos, portaobjetos, bisturi, mango de bisturi y puntas de

micropipetas, con el fin de optimizar las condiciones experimentales.

Posteriormente, una de las muestras rotuladas fue sometida a un bafio maria a 35
°C durante un intervalo de 10 a 15 minutos para su acondicionamiento.
Paralelamente, se prepar6 la dilucion del diluyente de semen bovino mediante la
mezcla de 2 mL de diluyente con 3 mL de agua bidestilada previamente calentada
a 35 °C. Es importante destacar que el diluyente se encontraba refrigerado a 7 °C
antes de su uso. Una vez obtenida la dilucion, se homogeniz6 y se mantuvo en bafio
maria a 35 °C para su posterior empleo en la técnica de extraccion de semen desde

la cola del epididimo.

Seguidamente, se procedid a la toma de datos, registrando parametros como la
longitud y el ancho testicular, la circunferencia escrotal, el peso del epididimo y su
longitud. Posteriormente, se llevd a cabo la separacion del testiculo y el epididimo,
identificando el conducto deferente para la insercién de una aguja sin bisel, cuya

seleccion dependio6 del didmetro del conducto. Finalmente, se realizé la técnica de
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Flushing, asegurando una extraccion eficiente del material seminal para su analisis

posterior.
Técnica de flushing

Para la ejecucion de la técnica, se utilizd una jeringa de 5 mL previamente
precalentada, con la cual se extrajo la dilucién del medio diluyente. Antes de su
aplicacion, se procedio a la canalizacion del conducto deferente utilizando una

aguja sin bisel, asegurando un acceso adecuado para la irrigacion del diluyente.

Posteriormente, se coloco una caja Petri precalentada bajo la cola del epididimo y
se efectud un corte, ya sea transversal o longitudinal, con el proposito de exponer
los tubulos seminiferos contenidos en esta region. Una vez realizada la incision, se
acoplo la jeringa cargada con el diluyente a la aguja que previamente canaliz6 el
conducto deferente. Seguidamente, se envio el diluyente de manera gradual y
constante, favoreciendo su avance a lo largo del conducto hasta alcanzar la base de
la cola del epididimo. Este proceso permiti6 la salida del material seminal a través

del corte previamente realizado, depositandolo sobre la caja Petri.

Una vez obtenida la muestra seminal, se procedié su homogenizacion durante un
minuto para asegurar una distribucion uniforme de los espermatozoides.
Finalmente, la muestra fue colocada sobre una plancha térmica a 35 °C, donde se

dej6 en reposo por un periodo de 10 minutos antes de su posterior analisis.
Analisis microscopicos
Motilidad individual

Con ayuda de una pipeta colocamos 10 microlitros es decir una gota de la muestra
diluida sobre un portaobjetos atemperado a 36-37°C, sobre ésta un cubreobjetos,
también a la misma temperatura y se observa al microscopio, siempre sobre la
platina térmica, con una magnificacion de 40X. Se deben observar entre dos y tres
campos y valorar subjetivamente los espermatozoides que se mueven en forma
rectilinea progresiva, siendo éstos los que atraviesan el campo de observacion. Los
espermatozoides que giran en circulo o avanzan en forma oscilatoria, .se consideran
que tienen movimientos anormales. El porcentaje que se indica es el de los

espermatozoides con movimiento rectilineo progresivo del total de los

33



espermatozoides, siendo el valor minimo aceptable para un toro de rodeo general
del 60 %. Segin el porcentaje de espermatozoides motiles se puede clasificar en

cuatro categorias:

e MB =80-100%

e B=60-79%

e R =40-59%

e P =menos de 40%
Motilidad masal

Con una pipeta colocamos 10 microlitros, dicho de otra manera, una gota de semen
puro sobre un portaobjetos atemperado a 36-37°C, sobre una platina térmica de
microscopio. Mediante observacion con lupa a una magnificacion de 40x, se evalud
la presencia de movimiento en forma de ondas omega. La evaluacion se realizo
cerca del borde de la gota, donde la menor profundidad facilita la observacion de

los espermatozoides.
Clasificacion de la motilidad masal:
e Muy buena (MB): movimiento en ondas veloz formando remolinos
e Buena (B): remolinos lentos
e Regular (R): no hay remolinos, pero se observa movimiento individual.
e Malo (M): escaso o nulo movimiento
Concentracion espermatica (cAmara de neubauer)

Para la evaluacion en la cdmara de Neubauer se tom6 10 microlitros de semen puro
con 190 de la solucion salina formolada al 2% en un tubo eppendorf. Para preparar
la cdmara, se humedecio los bordes de ésta antes de colocar el cubrecamara. Luego
se presiono ejerciendo una leve friccion para que ambas partes queden unidas y al
invertir la cdmara, no se separen. Una vez homogeneizada la dilucion del semen
con el formol, se tom6 aproximadamente 10ul y se cargd por capilaridad ambos

reticulos, teniendo en cuenta de cargar otros 10 pl para el segundo reticulo
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volviendo a homogeneizar entre una carga y otra. Luego se dejé reposar unos
minutos para permitir que todos los espermatozoides decanten y se ubiquen en un
mismo plano para poder contarlos. El conteo se realizd en el reticulo central de
globulos rojos con una magnificacion de 40X. Se contaron todos los
espermatozoides que se encontraban en las cuatro cuadriculas de las puntas y la
central (5 en total de 25 cuadriculas totales). Se contaron los reticulos de ambos

lados de la camara con ayuda de un hemocitometro (HemocytometerSidekick).
Calculo del recuento de espermatozoides

La formula que se utilizé para calcular el recuento de espermatozoides, al contar 5

cuadrados pequefios dentro del cuadrado central grande, fue:

Numero de espermatozoides contados x factor de dilucion/volumen x 1000 =

espermatozoides/ml.

Ejemplo: Se cuentan 50 espermatozoides en los cinco cuadrados pequefios. La

diluciodn es 1:20.

Espermatozoides/ml = 50 x 20/0,02 mm?® x 1000 mm?® / ml = 50 000 000

espermatozoides/ml.

Si la dilucién es 1:20 y se cuentan los 5 cuadrados pequefios habituales, la férmula

se puede simplificar de la siguiente manera:
Espermatozoides/ml = Espermatozoides contados x 1 000 000.
Vitalidad (vivos)

Por medio de esta técnica se determiné el porcentaje de espermatozoides con
membrana intacta a través de la realizacion de un frotis con una coloracion de
eosina-nigrosina. Se realiz6 extrayendo una gota de aproximadamente 10
microlitros de semen puro y colocandola sobre la punta de un portaobjetos limpio
y desengrasado atemperado a 36,-37°C, sobre esta gota se colocd una gota
aproximadamente 10 microlitros de la tincion, que debe estar a la misma
temperatura del semen. Se mezcld suavemente con la punta de la pipeta por 20
segundos y luego se realiz6 el extendido. Se dejo secar sobre la platina térmica y se

procedid a su lectura. Para calcular el porcentaje de espermatozoides vivos se lo
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realizO con un contador de globulos blancos (HemocytometerSidekick)
seguidamente se procedid a observar el frotis con una magnificacion de 40X,
contando en guarda griega todos los espermatozoides de cada campo evaluando,
discriminando los que estan tefiidos, como muertos y los sin tefiir como vivos. Se
cuentan no menos de 100 células y se saca el porcentaje. Se considera como valor

minimo aceptable 70% de espermatozoides vivos.
Calidad

Los pardmetros que tomamos en cuenta para evaluar la calidad fueron:

Concentracion espermatica, Volumen, Motilidad y Vitalidad.
Viabilidad

Para calcular la viabilidad se sacd un promedio entre la motilidad individual y

porcentaje de vivos.
Analisis macroscopicos
Olor

Se evidencié un olor ligeramente intenso y persistente. Esta caracteristica
organoléptica puede asociarse a procesos de autdlisis y degradacion proteica,
propios del intervalo post mortem, los cuales influyen en la calidad seminal y

podrian afectar pardmetros como la motilidad y viabilidad espermatica
Color

Se observo un color blanco a amarillento, considerado dentro de los rangos
normales para el semen bovino post mortem. No se observaron alteraciones
cromaticas patologicas, tales como tonalidades rosadas, amarronadas o verdosas,
las cuales suelen asociarse a procesos inflamatorios, presencia de sangre

(hematospermia) o contaminacion purulenta.
Densidad del semen

En la evaluacién macroscopica se observo un semen de aspecto cremoso y denso,
correspondiente a la clasificacion de Muy Buena (MB), segin la escala de

valoracion de densidad seminal. Esta categoria se asocia a una concentracion
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espermadtica superior, lo cual indica una alta calidad en términos de carga celular

espermatica.
Clasificacion:
e MB = Cremoso, espeso 750.000 esp/mm3
e B =lechoso, 400 a 750.000 esp/mm3
e R =leche aguachenta, 250 a 400.000 esp/mm3
e P =traslucido, menos de 250.000 esp/mm3
Volumen

Una vez realizados los andlisis microscopicos correspondientes, se procedio a la
medicion del volumen del material seminal. Para ello, la muestra fue vertida en un
tubo Falcon, permitiendo cuantificar con precision el volumen obtenido, el cual fue

entre 2y 4 mL.

3.2.7 Métodos de evaluacion

Calidad: Para evaluar la calidad del semen se tomoO en cuenta la cantidad de
espermatozoides, el volumen total del eyaculado, el movimiento de los

espermatozoides y el porcentaje de células vivas.

Volumen: Tras la extraccion del liquido seminal, este fue colocado en tubos Falcon
para su evaluacion. Se procedié a la observacion directa, registrando volumenes

que variaron entre 2 y 4 ml, en funcion del grado de madurez sexual del toro.

Color: La evaluacion del color se realizd mediante inspeccion visual directa,
observandose tonalidades que oscilaron entre blanco marfil y amarillo tenue,

consideradas dentro del rango normal para el semen bovino.

Olor: Mediante evaluacion olfativa, se identificé un olor ligeramente intenso y

persistente, considerandolo normal.
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Densidad: Una vez recolectado el liquido seminal, se procedié a su evaluacion
visual, clasificdndolo segun una escala cualitativa que contempla las categorias:
Muy Buena, Buena, Regular y Pobre. En la muestra analizada se evidencié un
aspecto cremoso y denso, correspondiente a la categoria Muy Buena, indicativo de

una alta concentracion espermatica

Edad: La estimacion de la edad en los bovinos post mortem se realizé mediante la
evaluacion fenotipica del desarrollo y tamafo testicular, parametros que permiten

inferir la etapa reproductiva del animal y su madurez sexual.

Longitud testicular y epididimo: Se utilizd6 una cinta métrica para medir la
longitud de los testiculos y del epididimo, con el fin de valorar el grado de desarrollo

y madurez sexual del bovino

Circunferencia testicular: Se utiliz0 una cinta métrica para medir la
circunferencia testicular, lo que permitié obtener informacion precisa fundamental

para la evaluacion del desarrollo reproductivo.

Motilidad masal: se evalu6 utilizando una pipeta para depositar 10 microlitros de
semen sin diluir sobre un portaobjetos. Posteriormente, mediante observacion al
microscopio, se determind el porcentaje de espermatozoides con movimiento
progresivo, lo que permitid obtener una medida mas precisa de la capacidad

funcional del eyaculado.

Motilidad individual: mediante el uso del microscopio, se analiz6 la motilidad
individual de los espermatozoides en una muestra de semen diluida, determinando
el porcentaje de células que presentan un movimiento rectilineo progresivo y
movimientos anormales. Este enfoque permitié una evaluacién detallada de la

viabilidad espermatica.
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Viabilidad: Se estim¢ calculando el promedio entre la motilidad individual y el
porcentaje de espermatozoides vivos, lo que permitié obtener un indicador general

de la funcionalidad celular del eyaculado.

Vitalidad: Se evalué mediante tincion vital, utilizando semen puro mezclado con
eosina-nigrosina a 37 °C. Tras realizar el extendido y su secado, se procedid a la
lectura microscopica a 40X, diferenciando los espermatozoides vivos (no tefiidos)
de los muertos (tefiidos). El recuento se efectué con un contador manual,

permitiendo calcular el porcentaje de células viables en la muestra.

Morfologia: Se realiz6 mediante observacion microscopica, permitiendo examinar
detalladamente la estructura de los espermatozoides. No se evidenciaron anomalias
en la forma de la cabeza, pieza intermedia o cola, lo que sugiere una morfologia

espermatica dentro de los parametros normales.

3.2.8 Analisis de datos

En esta investigacion se realizO un andlisis de varianza (ANOVA) vy,
posteriormente, se aplico la prueba de Tukey para determinar si existen diferencias
significativas entre los grupos. Adicionalmente, se utilizo la prueba de rangos
multiples de Fisher (LSD) para contrastar las hipdtesis planteadas. Se establecié un

nivel de significancia del 5 % para todo el estudio.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1.1 Calidad espermatica

Tabla 4

Distribucion de la calidad en tres tiempos post mortem

Calidad 4 h/ post  Calidad 8 h/ post Calidad 16 h/

mortem mortem post mortem
F % F % F %

Muy Bueno 10 66,7 7 46,7 0 0
Bueno 5 33,3 8 53,3 6 40,0
Regular 0 0,0 0 0,0 9 60,0
Total 15 100,0 15 100,0 15 100,0

N Media Desv. Desv.

Desviacion Error
Calidad 4 h/ post mortem 15 2,6667 0,48795  0,12599
8 h/ post mortem 15 2,4667 0,51640  0,13333
16 h/ post mortem 15 1,4000 0,50709  0,13093
Total 45 2,1778 0,74739  0,11141

Nota: F: (Frecuencia); N: (Total de muestras),; Tiempo post mortem (4h, 8h, 16h)

Los resultados muestran una clara disminucion en la calidad de la muestra seminal
a medida que aumenta el tiempo post mortem. A las 4 horas, el 66,7% de las
muestras fueron calificadas como "Muy Bueno", mientras que a las 8 horas esta
categoria se reduce al 46,7%. A las 16 horas post mortem, ninguna muestra alcanzo
esta clasificacion; en cambio, el 60% se considerd "Regular". Esto evidencia que el
tiempo de recoleccion post mortem influye directamente en la calidad del semen,
con una tendencia decreciente conforme pasan las horas. La media de calidad
también lo refleja, descendiendo de 2,67 (+0,49) a las 4 horas, a 2,47 (£0,52) a las
8 horas, y finalmente a 1,40 (£0,51) a las 16 horas.
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Los resultados obtenidos en la Tabla 4 evidencian una disminucion significativa en
la calidad seminal a medida que transcurre el tiempo post mortem, siendo “Muy
Bueno” el 66,7% de las muestras a las 4 horas, y cayendo a 0% a las 16 horas, donde
predomina la clasificacion “Regular” (60%). Esta tendencia decreciente es
consistente con lo reportado por Aventin Andrés (2016), quien en su estudio con
toros de lidia observé que solo en las primeras 12-15 horas post mortem era posible
preservar la calidad seminal con valores adecuados de motilidad y viabilidad
espermatica, especialmente si los testiculos eran refrigerados a 5°C
inmediatamente tras la muerte. EI estudio concluy6 que, pasado ese umbral de
tiempo, la degradacion celular se acentlia, afectando la funcionalidad del semen y

su potencial reproductivo.

4.1.2 Volumen

Tabla 5

Comparacion del volumen expresado en horas post mortem.

Volumen (ml) 4 h/ Volumen (ml) 8 Volumen (ml) 16

post mortem h/ post mortem h/ post mortem

F % F % F %
1,00 - - - - 1,00 6,67
1,40 1,00 6,67 - - - -
1,50 - - - - 2,00 13,33
2,00 1,00 6,67 1,00 6,67 2,00 13,33
2,50 4,00 26,67 2,00 13,33 2,00 13,33
2,70 - - 1,00 6,67 - -
3,00 3,00 20,00 3,00 20,00 2,00 13,33
3,10 - - 1,00 6,67 2,00 13,33
3,20 1,00 6,67 3,00 20,00 1,00 6,67
3,30 - - 1,00 6,67 1,00 6,67
3,40 1,00 6,67 2,00 13,33 1,00 6,67
3,50 2,00 13,33 1,00 6,67 - -
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4,00 1,00 6,67 - - - -
4,30 1,00 6,67 - - 1,00 6,67
Total 15,00 100,00 Total 15,00 100,00 100,00

Nota: F: (F recuencid); % (Porcehtaje)

La tabla 5 evidencio que el volumen del semen recuperado post mortem se
concentro principalmente entre 2,0 ml y 3,5 ml en los tres tiempos evaluados. A las
4 horas post mortem, el volumen mas frecuente fue 2,5 ml (26,67%), seguido de
3,0 ml (20%). A las 8 horas, esta distribucion se mantuvo relativamente estable con
un 20% en 3,0 ml y 3,2 ml. No obstante, a las 16 horas, aunque los valores
perduraron por encima de 2,0 ml en muchos casos, se observdo mayor dispersion,
incluyendo un valor de 1,0 ml, lo que refleja pérdida de liquido seminal o efectos

de la deshidratacion post mortem.

Este patron evidencid que el volumen seminal, no presentd una disminucion
significativa y tendio a estabilizarse en valores intermedios (2,5-3,2 ml) cuando la
recoleccion se efectud durante las primeras 8 horas. A partir de las 16 horas, se
registraron volimenes mas bajos y una mayor dispersion de los datos, lo que

confirmo una influencia moderada del tiempo post mortem sobre este parametro.

Estos resultados coinciden con lo descrito por Benitez-Gonzalez et al. (2018),
quienes en su estudio sobre recoleccion epididimaria post mortem reportaron
volumenes promedio de 2,2 £ 0,5 ml para toros faenados en el camal de Loja.
Destacan que los mejores resultados se obtuvieron cuando la recoleccion se realizo
dentro de las primeras 6 a 8 horas post mortem, antes de que el tejido epididimario

comenzara a deshidratarse significativamente.
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4.1.3 Color

Tabla 6

Analisis del color del eyaculado en diferentes intervalos de tiempo

Frecuencia Porcentaje

Color 4 h/ post mortem Bl, Am 15 100,0
Color 8 h/ post mortem BI, Am 15 100,0
Color 16 h/ post mortem Bl, Am 15 100,0

Nota: Bl: (Blanco marfil); Am (Amarillento)

El color de las muestras seminales permanecié constante en los tres tiempos
evaluados (4, 8 y 16 horas post mortem). El 100% de las muestras presentd
tonalidades blanco marfil y ligeramente amarillentas, lo cual se considera normal
dentro de las caracteristicas macroscopicas del semen bovino, tal como lo indica

Aguero (2012).

Esta uniformidad cromatica indic6 que no se produjo contaminacion evidente ni
degradacion visible en los espermatozoides durante las primeras 16 horas
posteriores a la faena. La ausencia de tonalidades andmalas, como el color rojizo
(indicativo de hemospermia) o grisdceo (sugestivo de contaminacién), confirmé
que las condiciones de extraccion, manejo y conservacion de los testiculos fueron

adecuadas para preservar la integridad del eyaculado.

En consecuencia, se determind que el color no representd un indicador sensible de
deterioro seminal en los tiempos evaluados, a diferencia de pardmetros como
motilidad o viabilidad espermatica que si mostraron variacion progresiva con el

paso del tiempo.
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4.1.4 Olor

Tabla 7

Comparacion del olor seminal en distintos intervalos post mortem

Frecuencia Porcentaje

Olor 4 h/ post mortem P 15 100,0
Olor 8 h/ post mortem P 15 100,0
Olor 16 h/ post mortem P 15 100,0

Nota: P, correspondiente a un olor caracteristico, ligeramente intenso y persistente, propio del

semen bovino.

La persistencia del olor seminal en bovinos hasta las 16 horas post mortem, con una
frecuencia del 100 %, evidencié un patron constante e independiente del deterioro
celular espermatico. Este resultado confirm6 que, a pesar de la disminucion
significativa de parametros como la motilidad y la vitalidad, el olor caracteristico;
ligeramente intenso y persistente, se mantuvo intacto. Tal estabilidad se atribuye a
compuestos volatiles en el plasma seminal que no se degradan rapidamente,
posicionando al olor como un posible indicador macroscopico de conservacion del

medio seminal, mas que de la calidad celular

A pesar de que el olor no es un parametro convencionalmente evaluado en estudios
de calidad espermatica, su presencia constante ofrece informacién complementaria
sobre la integridad del plasma seminal post mortem. Estudios como los de Benitez-
Gonzélez et al. y Luzon Cevallos sefialan una disminucion gradual de la viabilidad

espermatica, sin mencion directa del olor.
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4.1.5 Densidad

Tabla 6

Analisis de la densidad seminal en diferentes momentos post mortem

Frecuencia Porcentaje

Densidad 4 h/ post mortem Cr,Dns 15 100,0
Densidad 8 h/ post mortem Cr,Dns 15 100,0
Densidad 16 h/ post mortem Cr,Dns 15 100,0

Nota: Cr: (Cremoso); Dns (Denso)

En todas las muestras evaluadas, sin importar el tiempo post mortem, la densidad
del semen se mantuvo en la categoria “cremoso y denso”, lo cual corresponde a un
contenido espermatico superior a los 750 millones de espermatozoides por mililitro,

segun la escala de Stornelli y De la Sota (2011).

El hecho de que el 100% de las muestras mantuvieran esta caracteristica
macroscopica sugiere que la concentracidn espermatica se conservo en niveles
optimos al menos hasta las 16 horas después del sacrificio. Este hallazgo fue
relevante, ya que indica que, aunque la viabilidad y la motilidad espermatica
disminuyen con el tiempo, la densidad visual del eyaculado no reflejo

inmediatamente esa degradacion funcional.

Estos resultados estan relacionados con una adecuada preservacion de los testiculos,
que evitd la lisis celular rdpida y mantuvo la integridad estructural de los
espermatozoides en suspension. Ademas, concuerdan con lo reportado por Aventin
(2016), quien sefial6 que la densidad del semen puede mantenerse estable si las
condiciones térmicas y sanitarias del almacenamiento post mortem son controladas

desde el primer momento.
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4.1.6 Edad

Tabla 7

Estimacion de la edad de los animales muestreados

Edad (aiios) Edad Edad
4 h/ post mortem 8 h/ post mortem 16 h/ postmortem

F % F % F %
2 aios - - - - 1,00 6,67
3 afios - - - - 6,00 40,00
3,5 afios 1,00 6,67 2,00 13,33 4,00 26,67
4 aios 10,00 66,67 9,00 60,00 2,00 13,33
4,5 aios 1,00 6,67 2,00 13,33 - -
5 afos 3,00 20,00 2,00 13,33 2,00 13,33
Total 15,00 100,00 15,00 100,00 15,00 100,00

Nota: F: (Frecuencia); %. (porcentaje)

Figura 2 Edad de los animales muestreados
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Nota: Post mortem: (después de la muerte)

La edad de los animales muestreados present6 una mayor concentracion en el rango
de 4 a 5 afios, especialmente a las 4 horas post mortem, donde el 66,7%
correspondid a animales de 4 anos y el 20% a los de 5 afios. A las 8 horas, el grupo
de 4 afios también predominé (60%), aunque se observo una mayor dispersion en

edades entre 3,5 y 5 afios (cada una representando el 13,33%). En contraste, a las
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16 horas post mortem se evidencié un cambio en la distribucion etaria, con una
concentracion en animales de 3 y 3,5 afios (40% y 26,67%, respectivamente),
mientras que la representacion de animales de 4 y 5 afios disminuy6 notablemente

(ambos con 13,33%).

Este comportamiento coincide con los hallazgos de Delgado y Morocho (2023),
quienes demostraron que la calidad espermdtica post mortem, incluyendo
integridad de membranas y motilidad, se mantiene mejor en toros jovenes cuando
el tiempo de conservacion se extiende mas alla de las 12 horas. Su estudio sobre
espermatozoides epididimarios criopreservados mostr6 mejores resultados

cinéticos y estructurales en muestras recuperadas de toros entre 3 y 4 afios.

4.1.7 Longitud testicular y epididimo

Tabla 8

Variacion de la longitud del epididimo en diferentes tiempos post mortem

Largo epididimo  Largo epididimo  Largo epididimo

(cm) 4 h/ post (cm) 8 h/ post (cm) 16 h/ post
mortem mortem mortem

F % F % F %
12,50 - - - - 1,00 6,67
13,50 - - - - 1,00 6,67
14,30 - - - - 1,00 6,67
15,00 - - 1,00 6,67 - -
16,00 - - 1,00 6,67 - -
17,00 2,00 13,33 2,00 13,33 3,00 20,00
17,30 1,00 6,67 2,00 13,33 - -
17,50 2,00 13,33 - - - -
18,00 - - 1,00 6,67 1,00 6,67
18,20 1,00 6,67 2,00 13,30 - -
18,50 - - 2,00 13,30 2,00 13,33
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19,00 1,00 6,67 2,00 13,33 1,00 6,67

19,50 1,00 6,67 - - 1,00 6,67
20,00 - - - - 2,00 13,33
20,50 1,00 6,67 - - - -
21,00 2,00 13,33 2,00 13,33 1,00 6,67
22,00 1,00 6,67 - - - -
22,50 2,00 13,33 - - - -
23,00 - - - - 1,00 6,67
25,00 1,00 6,67 - - - -
Total 15,00 100,00 15,00 100,00 15,00 100,00

Nota: F: (Frecuencia); %: Porcentaje

Los resultados de la tabla evidencian que el largo del epididimo en los especimenes
evaluados se encuentra mayoritariamente en el rango de 17 a 21 cm, especialmente
a las 4 y 8 horas post mortem. El valor mas frecuente a las 16 horas post mortem
fue 17 cm (20%), seguido por 18,5 cm (13,33%). Aunque se observd una mayor
dispersion de los valores a las 16 horas, no hay una variaciéon drastica en los
promedios respecto a los tiempos mas tempranos, lo cual indica que esta medida
anatomica no se ve significativamente afectada por el paso del tiempo post mortem
durante las primeras 16 horas. Esto sugiere que el largo del epididimo es una
variable estable, util para estudios morfométricos y de correlacion con calidad

seminal.

Este patron se relaciona con el estudio de Delgado y Morocho (2023), quienes
mencionan que el largo epididimario promedio en bovinos adultos oscila entre 17
y 22 cm, y que no se ve afectado significativamente por el tiempo post mortem si
se mantiene una adecuada conservacion de los testiculos (temperatura entre 4 y
5°C). Ademas, el estudio evidencid que epididimos con mayor longitud
presentaban una recuperacion espermatica mas abundante y con mejores

parametros cinético.
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Tabla 9

Analisis del ancho testicular en distintos intervalos de tiempo

Ancho testicular Ancho testicular Ancho testicular

(cm) 4 h/ post (cm) 8 h/ post (cm) 16 h/ post

mortem mortem mortem

F % F % F %
13,0 - - - - 1,00 6,67
14,0 - - 1,00 6,67 1,00 6,67
15,0 - - - - 1,00 6,67
16,0 1,00 6,67 1,00 6,67 1,00 6,67
17,0 2,00 13,33 3,00 20,00 2,00 13,33
17,5 1,00 6,67 1,00 6,67 - -
18,0 4,00 26,67 5,00 33,33 2,00 13,33
19,0 4,00 26,67 2,00 13,33 4,00 26,67
19,5 1,00 6,67 - - - -
20,0 2,00 13,33 1,00 6,67 - -
21,0 - - - - 2,00 13,33
22,0 - - 1,00 6,67 1,00 6,67

Nota: F: (Frecuencia); %. (Porcentaje)

La Tabla 11 presenta la distribucion del ancho testicular en los especimenes
muestreados a distintos intervalos post mortem. A las 4 y 8 horas, el rango mas
frecuente fue de 18,0 cm (26,67% y 33,33%, respectivamente), mientras que a las
16 horas predominé el valor de 19,0 cm (26,67%). Estos resultados reflejan un
tamafio testicular compatible con toros en edad reproductiva madura. A pesar del
aumento del tiempo post mortem, la distribucién del ancho testicular se mantuvo
dentro de un rango constante de 17,0 a 19,0 cm, lo que sugiere que esta variable
morfométrica no se ve significativamente afectada durante las primeras 16 horas

posteriores a la faena.
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Estos resultados son similares a los obtenidos por Delgado y Morocho (2023),

quienes reportaron en su estudio sobre criopreservacion de espermatozoides

epididimarios que los toros con un ancho testicular entre 17 y 20 cm presentaron

mejores parametros de calidad seminal, tanto antes como después del proceso de

congelacion, especialmente cuando se aplicaban técnicas de seleccion espermatica

previa.

4.1.8 Circunferencia testicular

Tabla 10

Evaluacion de la circunferencia escrotal en diferentes periodos post mortem

Circunferencia Circunferencia Circunferencia

escrotal (cm) escrotal (cm) escrotal (cm) 1

4 h/ post mortem 8 h/ post mortem 6 h/ post mortem

F % F % F %
25a30 cm 0 0,0 2 13,3 1 6,7
31a35cm 1 6,7 2 13,3 1 6,7
36 a40 cm 12 80,0 8 53,3 13 86,7
41 a45 cm 2 13,3 3 20,0 1 6,7
Total 15 100,0 15 100,0 15 100,0
Nota: F: (Frecuencia); %: Porcentaje
Figura 3 Circunferencia escrotal
W25a30cm 31a35cm 36a40cm 41a45cm
° N =
PORCENTAJE PORCENTAJE PORCENTAJE
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Los datos presentados en la Tabla indican que la mayoria de los animales
muestreados, independientemente del tiempo post mortem, mostraron una
circunferencia escrotal dentro del rango de 36 a 40 cm, el cual fue predominante en
los tres intervalos evaluados: 80,0% a las 4 horas, 53,3% a las 8 horas y 86,7% a
las 16 horas post mortem. Este rango es indicativo de una etapa de madurez sexual
Optima, ya que una circunferencia escrotal superior a 36 cm se asocia con mayor
produccion espermatica, mejor calidad seminal y wuna mayor capacidad
reproductiva. La baja frecuencia de otros rangos (25-30 cm y 41-45 cm) sugiere la
presencia ocasional de toros mas jovenes o de razas con menor desarrollo testicular.
Este hallazgo coincide con los resultados del estudio de Benitez-Gonzalez et al.
(2018), quienes reportaron que los toros con una circunferencia escrotal entre 36 y
40 cm presentaron mejores indicadores de motilidad, concentracion y vitalidad
espermatica, especialmente cuando la recoleccion post mortem fue rapida y se

utilizo el método de lavado retrogrado.

4.1.9 Motilidad masal

Tabla 11

Variacion de la motilidad masal en distintos momentos post mortem

Motilidad Masal 4 h/ post  Motilidad Motilidad Masal 16

mortem Masal 8 h/ h/ post mortem
post
mortem
F % F % F %
Muy 9,00 60,00 6,00 40,00 - -
Bueno
Bueno 4,00 26,67 9,00 60,00 4,00 26,67
Regular 2,00 13,33 - - 11,00 73,33
Total 15,00 100,0 15,0 100,0 15,00 100,00
0 0 0
N  Medi Desv. Desv.
a Desviacion  Error
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Motilida 4 h/ post mortem 15 2,466 0,74322 0,1919

d Masal 7 0
8 h/ post mortem 15 2,400 0,50709 0,1309

0 3
16 h/ post mortem 15 1,266 0,45774 0,1181

7 9
Total 45 2,044 0,79646 0,1187

4 3

Nota: F: (Frecuencia); N: (Numero de repeticiones); %: (Porcentaje)

Los resultados obtenidos para la variable motilidad masal evidencian una
disminucion progresiva en la actividad colectiva de los espermatozoides a medida
que avanza el tiempo post mortem. A las 4 horas, el 60% de las muestras fueron
clasificadas como “Muy Bueno” y el 26,67% como “Bueno”, con una media de
2,46. Esta tendencia comienza a modificarse a las 8 horas, con una reduccion en la
proporcion de muestras “Muy Bueno” al 40%, aunque se incrementa la categoria
“Bueno” al 60%, y la media desciende levemente a 2,40. No obstante, a las 16 horas
post mortem no se registraron muestras en la categoria “Muy Bueno”, y predomino
la clasificacion “Regular” con un 73,33%, acompafiada de una marcada
disminucion de la media a 1,27. Esta pérdida de motilidad masal se asocia
directamente con el deterioro estructural y funcional de los espermatozoides debido

al efecto del tiempo post mortem prolongado.

Estudios como el de Benitez-Gonzéalez et al. (2018) respaldan este hallazgo,
sefialando que la motilidad masal disminuye significativamente después de las 8
horas, aun bajo refrigeracion, debido al estrés celular y a la reduccion en la
concentracion espermatica activa. De igual forma, Aventin Andrés (2016) observd
que la motilidad masal se conserva adecuadamente solo en las primeras horas tras
la muerte, recomendando limitar la recoleccion a un margen de 6 a 8 horas para
garantizar la calidad seminal. Estos resultados refuerzan la necesidad de realizar la
recoleccion en un periodo 6ptimo, pues a partir de las 12 horas se compromete

seriamente la capacidad fecundante del semen.
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4.1.10 Motilidad individual

Tabla 12

Estudio de la motilidad individual en funcion del tiempo post mortem

Motilid

Individual % 4 h/

ad

post mortem

Motilidad Individual

% 8 h/ post mortem

Motilidad Individual

% 16 h/ post mortem

F % F % F %

0 - - - - 1,00 6,67
10,00 1,00 6,67 - - 3,00 20,00
15,00 - - - - 1,00 6,67
20,00 - - - - 4,00 26,67
40,00 1,00 6,67 - - 1,00 6,67
50,00 1,00 6,67 - - 1,00 6,67
60,00 2,00 13,33 - - 2,00 13,33
70,00 - - 1,00 6,67 - -
75,00 1,00 6,67 - - 2,00 13,30
80,00 1,00 6,67 1,00 6,67 - -
85,00 2,00 13,33 3,00 20,00 - -
87,00 - - 1,00 6,67 - -
88,00 - - 1,00 6,67 - -
90,00 4,00 26,67 5,00 33,33 - -
95,00 1,00 6,67 3,00 20,00 - -
98,00 1,00 6,67 - - - -
Total 15,00 100,00 15,00 100,00 15,00 100,00

N Media Desv. Desv.
Desviaci6  Error
n
4 h/ post 15 73,2000  24,68429 6,37346
mortem
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Motilidad 8 h/ post 15 87,6667 6,44390 1,66381

Individual mortem

Y% 16/ post 15 32,7333 25,04130 6,46564
mortem
Total 45 64,5333 30,97404 4,61734

Nota: F: (Frecuencia); N: (Numero de repeticiones); %. (Porcentaje)

Los resultados obtenidos en la variable motilidad individual evidencian una
disminucion progresiva en la capacidad de movimiento de los espermatozoides a
medida que transcurre el tiempo post mortem. A las 4 y 8 horas, se observaron
porcentajes elevados de motilidad, destacandose el 90% en ambas con una
frecuencia del 26,67% y 33,33% respectivamente, lo que indica una alta viabilidad
celular durante este periodo. Sin embargo, a las 16 horas post mortem se evidencio
una caida significativa, con un predominio de muestras en el rango del 20%
(26,67%), lo que refleja una pérdida sustancial en la capacidad espermatica de
desplazamiento progresivo. La media general de motilidad individual pas6 de
87,67% a las 8 h a solo 32,73% a las 16 h. Esta disminucién es coherente con los
hallazgos de Benitez-Gonzalez et al. (2018) y Delgado y Morocho (2023), quienes
concluyen que la motilidad individual se ve seriamente comprometida después de
las 8 horas post mortem, incluso con condiciones de conservacion controladas. Por
tanto, estos datos reafirman la importancia de recolectar y procesar el material
seminal en un lapso corto posterior a la muerte del animal para preservar su

capacidad fecundante.
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4.1.11 Viabilidad

Tabla 13

Evaluacion comparativa de la viabilidad en distintos intervalos post mortem

Viabilidad % 4 h/  Viabilidad 8 h/ Viabilidad 16 h/

post mortem post mortem post mortem

F % F % F %
31 a35% 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 6,7
36 a 40% 1,0 6,7 0,0 0,0 0,0 0,0
41 a 45% 0,0 0,0 0,0 0,0 3,0 20,0
46 a 50% 0,0 0,0 0,0 0,0 5,0 33,3
51 a 55% 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
56 a 60% 1,0 6,7 0,0 0,0 0,0 0,0
61 a 65% 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 6,7
66 a 70% 1,0 6,7 0,0 0,0 1,0 6,7
71 a75% 0,0 0,0 0,0 0,0 2,0 13,3
76 a 80% 1,0 6,7 1,0 6,7 1,0 6,7
81 a 85% 2,0 13,3 2,0 13,3 1,0 6,7
86 2 90% 8,0 53,3 10,0 66,7 0,0 0,0
91 a 95% 1,0 6,7 2,0 13,3 0,0 0,0
96 2 99% 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Total 15 100,0 15 100,0 15 100,0

Nota: F: (Frecuencia); %: (Porcentaje)

Los resultados evidencian una disminucion significativa en la viabilidad
espermatica a medida que aumenta el tiempo post mortem. A las 4 y 8 horas, mas
del 66% de las muestras se encuentran en el rango alto de viabilidad (86-90%), y
en menor medida entre el 81-85% y 91-95%. Sin embargo, a las 16 horas, ninguna
muestra alcanzo6 estos niveles altos. Por el contrario, la mayor concentracion se
desplazo6 hacia rangos mas bajos como 41-45% (20%), 46-50% (33,3%) y 71-75%
(13,3%). Este comportamiento se relaciona directamente con el tiempo y las

condiciones post mortem, como lo confirma el estudio de Benitez-Gonzalez et al.
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(2018), quienes encontraron que la vitalidad espermatica de toros post mortem

disminuye conforme se prolonga el almacenamiento, especialmente a partir de las

12 horas, aun cuando los testiculos se conservan a 5 °C. Su investigacion concluyo

que la viabilidad es directamente proporcional al tiempo de recuperacion

espermatica desde la muerte del animal.

4.1.12 Vitalidad

Tabla 14

Analisis del porcentaje de espermatozoides vivos en tres tiempos post mortem

Vivos % 4 h/ post

Vivos % 8 h/

Vivos % 16 h/ post

mortem post mortem mortem
F % F % F %
46 a 50% - - - - 1,00 6,67
71 a 75% 1,00 6,67 - - 1,00 6,67
81 a 85% 2,00 13,33 5,00 33,33 2,00 13,33
86 2 90% 5,00 33,33 6,00 40,00 4,00 26,67
91 a 95% 5,00 33,33 4,00 26,67 3,00 20,00
96 a 99% 2,00 13,33 - - 2,00 13,33
Total 15,00 100,00 15,00 100,00 15,00 100,00
N Media Desv. Desv.
Desviacion  Error
Vivos 4 h/ post mortem 15 89,4333 6,69453 1,72852
Y% 8 h/ post mortem 15 88,9333 3,88158  1,00222
16 h/ post mortem 15 81,5333 10,17607  2,62745
Total 45 86,6333 8,08365  1,20504

Nota: F: (Frecuencia);, N: (Numero de repeticiones),; %: (Porcentaje)

Los resultados de la variable porcentaje de espermatozoides vivos muestran que la

viabilidad espermatica se mantiene elevada durante las primeras 8 horas post

mortem, con valores predominantes entre 86% y 95% en la mayoria de las muestras.

A las 4 horas, el 66,66% de los especimenes presentd porcentajes iguales o
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superiores al 86%, con una media de 89,43%. Esta tendencia se mantiene a las 8
horas, con una media similar de 88,93%. No obstante, a las 16 horas post mortem,
aunque aun se observan valores altos en algunos casos, comienzan a registrarse
porcentajes bajos, como el rango de 46-50% en un 6,67% de las muestras, y la
media desciende a 81,53%. Estos resultados evidencian una disminucion gradual
de la viabilidad celular, atribuible a alteraciones en la integridad de la membrana
plasmatica y al deterioro progresivo del metabolismo celular en condiciones post
mortem prolongadas.

Estos hallazgos coinciden con lo reportado por Benitez-Gonzalez et al. (2018),
quienes concluyeron que la viabilidad espermatica epididimaria se mantiene en
niveles aceptables (por encima del 85%) dentro de las primeras 8 horas post
mortem, disminuyendo significativamente a partir de las 12 horas incluso bajo
refrigeracion. Asimismo, Castro-Carrasco y Hernandez-Cevallos (2022) destacaron
que, sin el uso de medios protectores como diluyentes especificos, la integridad
celular se ve comprometida rapidamente después de las 8 horas, afectando el

porcentaje de vivos y su capacidad fecundante.

4.1.13 Concentracion Espermatica

Tabla 15

Concentracion espermdtica (x10%ml) en funcion del tiempo post mortem

C,Espx10%/ F % C,Espx10% F % C,Espx10°ml1 F %

ml ml 6 h/ post
4 h/ post 8 h/ post mortem
mortem mortem
2050,00 1 6,7 3090,00 1 6,7 1040,00 1 6,7
2060,00 1 6,7 3100,00 1 6,7 1060,00 1 6,7
2090,00 1 6,7 4060,00 1 6,7 1080,00 1 6,7
3000,00 1 6,7 5000,00 1 6,7 2020,00 2 133
3080,00 1 6,7 5030,00 1 6,7 2040,00 1 6,7
3500,00 1 6,7 5200,00 1 6,7 2080,00 1 67
4030,00 1 6,7 5300,00 1 6,7 2090,00 1 6,7
4080,00 1 6,7 6210,00 1 6,7 3030,00 1 6,7
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4090,00 1 6,7 6300,00 1 6,7 3060,00 2 133

5000,00 1 6,7 7000,00 1 6,7 4050,00 1 6,7
5070,00 1 6,7 9200,00 1 6,7 5000,00 1 6,7
5900,00 1 6,7 9600,00 1 6,7 6070,00 1 6,7
6080,00 2 13,3 10090,00 1 6,7 9800,00 1 6,7
6300,00 1 6,7 14400,00 1 6,7 Total 15 100,
Total 15 100, 17000,00 1 6,7 0
0 Total 1 100,
5 0
N Media Desv. Desviacion Desv.
Error
C,Espx10% 4,00 15 4160,66 1526,81 394,223
ml 8,00 15 7372,00 4036,43 1042,202
16,00 15 3166,66 2332,49 602,247
Total 45 4899,77 3309,18 493,303

Nota: F: (Frecuencia); N: (Numero de repeticiones); %. (Porcentaje)

Los resultados muestran variaciones importantes en la concentracion espermatica
(C.Esp x10%ml) a lo largo del tiempo post mortem. A las 4 horas, la media fue de
4.160,66 x10%/ml, con valores distribuidos de manera uniforme entre 2.000 y 6.300
millones por mililitro. La mayor concentracion se registrd a las 8 horas post
mortem, con una media de 7.372,00 x10%ml y un rango que se extiende hasta los
17.000 x10%/ml, lo que representa un pico significativo. Sin embargo, a las 16 horas,
la media desciende notablemente a 3.166,66 x10%ml, lo que indica una caida
considerable en la concentracion de espermatozoides por unidad de volumen. Este
patrén nos indicd que, si bien aun es posible recuperar esperma viable después de
16 horas, la eficiencia espermatica en cuanto a concentracion disminuye
drasticamente. Este comportamiento es consistente con lo encontrado por Benitez-
Gonzélez et al. (2018), quienes informaron concentraciones promedio cercanas a
los 6.300 x10%ml al usar el método de lavado retrégrado en toros post mortem,
siendo mas elevadas dentro de las primeras 8 horas. Posteriormente, observaron una
disminucion significativa al superar ese umbral, asociada a deterioro celular y

alteracion del ambiente epididimario.
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4.1.14 Morfologia

Tabla 16

Alteraciones morfologicas espermdticas en funcion de los intervalos post mortem

% Espz Anormales 4 % Espz Anormales % Espz Anormales

h/ post mortem 8 h/ post mortem 16 h/ post mortem
F % F % F %

0 13,00 86,67 14,00 93,33 12,00 80,00
2,00 - - 1,00 6,67 1,00 6,67
3,00 1,00 6,67 - - - -
4,00 1,00 6,67 - - 1,00 6,67
5,00 - - - - 1,00 6,67
15,00 - - - - - -
Total 15,00 100,00 15,00 100,00 15,00 100,00

N Media Desv. Desv.

Desviacion Error
% Espz 4 h/ post mortem 15 0,4667 1,24595  0,32170
Anormales 8 h/ post mortem 15 0,1333 0,51640  0,13333
16h/post mortem 15 1,4667 3,97971 1,02756
Total 45 0,6889 243854  0,36352

Nota: F: (Frecuencia);, N: (Numero de repeticiones); %: (Porcentaje)

La tabla 18 presento una baja incidencia en los tres tiempos evaluados, aunque se
observd un aumento progresivo de anomalias a medida que transcurre el tiempo
post mortem. A las 4 horas, el 86,67% de las muestras no presentd ninguna
anormalidad, con una media muy baja de 0,47%, lo que refleja una excelente
integridad morfoldgica espermatica en este intervalo. A las 8 horas, la tendencia
mejoro ligeramente con el 93,33% de las muestras sin anomalias y una media atin
menor de 0,13%, lo cual indica que este es el momento dptimo para la recoleccion
en términos de morfologia. Sin embargo, a las 16 horas, el porcentaje de
anormalidades aumento considerablemente: la media sube a 1,47%, y solo el 80%

de las muestras permanecen sin defectos. Este incremento se debe a la
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desintegracion progresiva de estructuras celulares como cabeza, pieza intermedia o

cola, causada por el deterioro post mortem.

Este patron coincide con lo expuesto por Benitez-Gonzélez et al. (2018), quienes
reportaron que las alteraciones morfoldgicas en espermatozoides epididimarios post
mortem permanecen minimas durante las primeras 6 a 8 horas, pero aumentan
significativamente después de las 12 horas debido a procesos de autolisis y
degradacion intracelular. En su estudio, el porcentaje promedio de espermatozoides
anormales fue de 8,78% =+ 1,4, aunque en condiciones mas prolongadas y con menor

control térmico.

Asimismo, Aventin Andrés (2016) encontrd que la integridad estructural de los
espermatozoides disminuye progresivamente a partir de las 12 horas post mortem,
especialmente en climas templados, y recomend6 limitar la extraccion y analisis
seminal a intervalos no mayores a 10 horas para evitar la presencia significativa de

anomalias morfologicas.

4.1.15 Peso epididimo

Tabla 17

Variacion del peso epididimario en funcion del tiempo post mortem

Peso epididimo (gr) Peso epididimo (gr) 8 Peso epididimo (gr)

4 h/ post mortem h/ post mortem 16 h/ post mortem
F % F % F %

16,00 - - 2,00 13,33 - -
18,00 1,00 6,67 - - - -
18,50 - - - - 1,00 6,67
19,00 - - - - 1,00 6,67
20,00 - - 1,00 6,67 - -
21,00 2,00 13,33 1,00 6,67 2,00 13,33
22,00 1,00 6,67 1,00 6,67 2,00 13,33
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23,00 - - 1,00 6,67 2,00 13,33

24,00 - - 1,00 6,67 1,00 6,67
25,00 - - 1,00 6,67 1,00 6,67
26,00 1,00 6,67 - - 2,00 13,33
27,00 1,00 6,67 1,00 6,67 1,00 6,67
28,00 1,00 6,67 - - - -
29,00 1,00 6,67 1,00 6,67 1,00 6,67
30,00 2,00 13,33 2,00 13,33 1,00 6,67
31,00 - - 1,00 6,67 - -
32,00 1,00 6,67 - - - -
36,00 1,00 6,67 1,00 6,67 - -
37,00 - - - - - -
38,00 - - 1,00 6,67 - -
39,00 1,00 6,67 - - - -
40,00 1,00 6,67 - - - -
43,00 1,00 6,67 - - - -
Total 15,00 100,00 15,00 100,00 - -

Nota: F: (Frecuencia); Gr: (Gramos)

La Tabla 19 revela que el peso del epididimo en los especimenes evaluados varia
entre 16 gy 43 g. A las 4 y 8 horas post mortem, los pesos mas frecuentes fueron
30 g (13,33%) y 21 g (13,33%). En las muestras tomadas a las 16 horas post
mortem, los valores se distribuyeron mayormente en el rango de 19 a 27 g, siendo
los pesos 21 g, 22 gy 27 g los mas comunes (13,33% cada uno). Esto muestra una
leve tendencia a menores pesos epididimarios en los tiempos post mortem de forma
prolongada, esto se debe a pérdida de liquidos por deshidratacion o degradacion
tisular, aunque aun se mantienen dentro del rango aceptable para recuperacion
espermatica. Este comportamiento se relaciona con los resultados de Benitez-
Gonzalez et al. (2018), quienes reportaron que epididimos con pesos entre 21 y 30
g permitieron recuperar espermatozoides con buena motilidad y viabilidad,

especialmente cuando fueron recolectados antes de las 12 horas post mortem.
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4.1.16 Comparacion ANOVA

Tabla 18

Comparacion de variables seminales post mortem mediante analisis de varianza

(ANOVA)
ANOVA
Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Calidad Entre 13,911 2 6,956 27,388 0,000
grupos
Dentro de 10,667 42 0,254
grupos
Total 24,578 44
Motilidad Entre 24322,533 2 12161,267 28,550 0,000
Individual % grupos
Dentro de 17890,667 42 425,968
grupos
Total 42213,200 44
Motilidad Entre 13,644 2 6,822 20,084 0,000
Masal grupos
Dentro de 14,267 42 0,340
grupos
Total 27911 44
Vivos % Entre 587,100 2 293,550 5,388 0,008
grupos
Dentro de 2288,100 42 54,479
grupos
Total 2875,200 44
C,Espx10%/ml Entre 144927631,111 2 72463815,556 9,034 0,001
grupos
Dentro de  336902866,667 42  8021496,825
grupos
Total 481830497,778 44
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% Espz Entre 14,444 2 7,222 1,227 0,303

Anormales grupos
Dentro de 247,200 42 5,886
grupos
Total 261,644 44

Nota: GL: (Grados de libertad); Sig: (Significancia estadistica); F: (Frecuencia); C,Esp:
Concentracion de espermatozoides; x10%ml: Numero de espermatozoides expresado en miles de

millones por mililitro de eyaculado

La prueba ANOVA aplicada a las variables evaluadas permite identificar si existen
diferencias estadisticamente significativas entre los tres tiempos post mortem (4, 8
y 16 horas). Segun los resultados de la Tabla 20:

o Se observa una diferencia altamente significativa (p < 0,001) en las
variables calidad seminal, motilidad individual, motilidad masal y
concentracion espermatica, lo que indica que el tiempo post mortem influye
directamente en estas caracteristicas espermaticas.

e En el caso del porcentaje de vivos, también se encuentra una diferencia
significativa (p = 0,008), lo que confirma que la viabilidad celular se ve
afectada con el paso de las horas post mortem.

e Por otro lado, el porcentaje de espermatozoides anormales no muestra
diferencias significativas entre grupos (p = 0,303), el cual, a pesar del
tiempo transcurrido desde la muerte, la morfologia espermética se mantiene
relativamente estable dentro del intervalo evaluado.

Estos hallazgos estadisticos complementan los analisis descriptivos previos,
confirmando que las variables relacionadas con la funcionalidad espermatica
(motilidad, calidad y concentracidn) se deterioran significativamente con el tiempo,
mientras que las variables estructurales como la morfologia presentan mayor
resistencia al cambio post mortem.

En contraste, el estudio de Pérez et al. (2022) también empled un andlisis de
varianza (ANOVA) y encontr6 que la motilidad total, motilidad progresiva,
integridad acrosémica y reaccion al test hiposmotico no fueron afectadas
significativamente antes de la congelacion, incluso cuando los epididimos fueron
refrigerados durante hasta 24 horas a 5 °C. No obstante, tras la descongelacion, las

variables evaluadas si presentaron diferencias significativas (p < 0,05),
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especialmente en los grupos con tiempos de refrigeracion mas largos (12 h'y 24 h),

indicando que el proceso de criopreservacion amplifica el deterioro espermatico.
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4.2 COMPROBACION DE HIPOTESIS

La comprobacion de la hipotesis, basada en los andlisis de los resultados obtenidos
evidencié una tendencia decreciente en la calidad seminal conforme avanza el
tiempo post mortem. A las 4 horas post mortem, se obtuvo la mejor calidad
espermatica (rango promedio: 1,43). A las 8 horas, se observd una disminucion
moderada (rango promedio: 1,70). A las 16 horas, los valores descendieron
considerablemente (rango promedio: 2,87), reflejando un mayor deterioro del
material seminal.

Estos resultados respaldan la influencia negativa del tiempo post mortem sobre la
calidad del semen bovino, en especial sobre parametros clave como motilidad,
viabilidad y morfologia. Asimismo, confirman hallazgos previos que indican que
la viabilidad espermatica post mortem es limitada y puede verse afectada
significativamente por el paso del tiempo, incluso cuando se mantiene una técnica
de recoleccion constante.

Con base en estos hallazgos y en los resultados estadisticos, se rechaza la hipdtesis
nula (Ho) y se acepta la hipotesis alternativa (Hi). Esto confirma que, aunque se
utilizd una misma técnica de extraccién, si se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la calidad espermatica de los bovinos en funcién

del tiempo post mortem.
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CAPITULO V

5.1 CONCLUSIONES

La calidad espermatica en bovinos post mortem vario significativamente segin
el intervalo de tiempo transcurrido entre la faena y la extraccion del semen. A
las 4 horas post mortem se obtuvo el mayor porcentaje de muestras clasificadas
como “Muy Buena”, con un 66,7%; a las 8 horas este valor descendio a 46,7%,
y a las 16 horas predomino la calidad “Regular” con un 60%. El tiempo post
mortem influyé de manera directa sobre la viabilidad espermatica en las
condiciones evaluadas.

Los rangos mas altos de viabilidad espermatica entre 86 y 90%, se presentaron
en las muestras recolectadas a las 4 y 8 horas post mortem. En contraste, a las
16 horas, la viabilidad se redujo significativamente, concentrandose en valores
entre 41 y 50%.

La mayor concentracion espermatica se ubicod en la region de la cola del
epididimo, donde también se observé la mayor acumulacion de
espermatozoides viables y con buena movilidad, en comparacion con la cabeza

y el cuerpo.
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5.2 RECOMENDACIONES

Realizar la recoleccion de semen post mortem en un intervalo no mayor a 8
horas, dando prioridad a extracciones en tiempos mas tempranos, con el fin de
preservar la calidad y viabilidad espermatica. Esta practica permitiria preservar
adecuadamente el material genético para su aplicacion en programas de
reproduccion asistida o conservacion genética.

Establecer protocolos estandarizados para el manejo, transporte y conservacion
de testiculos en camales, utilizando refrigeracion inmediata a 4—5 °C, con el fin
de preservar la integridad celular del tejido reproductivo y optimizar los
resultados de la técnica de flushing.

Orientar la extraccion de espermatozoides hacia la cola del epididimo, ya que
esta region contiene la mayor concentracion de células espermaticas maduras
y viables. Para ello, es fundamental que el personal técnico cuente con
conocimientos anatomicos precisos que permitan identificar correctamente

esta zona y asi maximizar el rendimiento del procedimiento.
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ANEXOS

Anexo 1 Mapa de Ubicacion de la Investigacion
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Anexo 2 Croquis del Ensayo
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Anexo 3 Base de datos
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1 | MB | 90 3.5 41 135 [ 195 ] 26 | 195 | 35 | P | B. Am | Cr.Dns 60 MB | 95 2,060.000 0
4horas | 2 | MB | 85 4.5 40 11.5 19 22 17 25 | P | BLAm | Cr.Dns 80 B 82 6,080.000 0
post 3 | MB | 90 4 36 13 17 27 1205 | 32 | P | BLAm | Cr.Dns 90 MB | 91 4,090.000 0
mortem | 4 B 90 4 40 14 20 43 25 35 | P | BLAm | Cr.Dns 90 MB | 89.5 | 5,000.000 0
5 | MB | 60 4 40 13 19 40 | 225 | 43 | P | Bl. Am | Cr.Dns 40 R 87 6,080.000 0
1 | MB | 90 4 34 12 16 27 | 183 | 2.5 | P | Bl. Am | Cr.Dns 95 MB | 95 5,030.000 0
8horas | 2 | MB | 90 4 36 12 17 25 | 18.6 3 P | Bl. Am | Cr.Dns 90 MB | 93 4,060.000 0
post 3 B 85 4 38 11.5 18 16 19 2 P | Bl. Am | Cr.Dns 70 B 87 3,090.000 0
mortem | 4 | MB | 90 5 38 11 18 30 18 35 | P | BLAm | Cr.Dns 90 MB | 90 5,000.000 2
5 B 87 5 38 10.5 18 29 | 185 4 P | Bl. Am | Cr.Dns 85 B 90 | 14,400.000 0
1 B 63 3.5 34 11 17 30 | 185 | 34 | P | BL. Am | Cr.Dns 40 R 87 2,080.000 0
16 horas | 2 B 75 3 36 11 16 29 20 35 | P | BLAm | Cr.Dns 60 B 91 3,060.000 0
post 3 R 35 3.5 40 10.5 19 22 20 3.1 P | B. Am | Cr.Dns 20 R 50 1,080.000 0
mortem | 4 R 42 4 38 10 18 21 18 3 P | Bl. Am | Cr.Dns 10 R 74 2,020.000 0
5 B 74 3 45 16 22 22 17 1 P | Bl. Am | Cr.Dns 60 B 88 3,030.000 0
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1 B 40 (45| 40 |10.5] 19 21 17 1.4 P | B. Am | Cr.Dns 10 R 71 5,070.000 0
4horas | 2 | MB | 90 | 4 38 | 165 | 18 21 17.5 2 P | B. Am | Cr.Dns 90 MB 90 | 2,090.000 4
post 3 | MB |9 | 4 36 | 132 | 17 18 | 17.3 4 P | BL. Am | Cr.Dns 85 MB 95 | 4,080.000 3
mortem | 4 | MB | 90 | 4 34 11 16 29 | 175 | 25 P | B. Am | Cr.Dns 90 MB 93 | 4,030.000 0
5 B 70 | 4 37 | 135 | 17.5 | 32 21 3.4 P | B. Am | Cr.Dns 50 B 90 | 3,000.000 0
1 | MB | 95 | 4 36 | 105 | 17 20 17 3.3 P | B. Am | Cr.Dns 95 MB | 94 | 9,600.000 0
8horas | 2 | MB | 90 | 4 37 10 17 21 (172 | 35 | P | BLAm | Cr.Dns 85 85 | 9,200.000 0
post 3 B 85 | 3.5 | 40 16 19 30 16 3 P | B. Am | Cr.Dns 88 85 | 6,300.000 0
mortem | 4 | MB | 92 | 4 40 12 19 38 21 2.5 P | BL Am | Cr.Dns 95 MB 90 | 10,090.000 0
5 B 87 | 4 38 12 18 24 19 33 P | B. Am | Cr.Dns 90 B 85 | 17,000.000 0
1 R 50 | 3 32 11 15 21 17 1.5 P | B. Am | Cr.Dns 20 R 78 | 4,050.000 0
16 horas | 2 R 45 | 5 44 | 143 | 21 25 21 33 P | B. Am | Cr.Dns 10 R 80 | 2,090.000 0
post 3 R |49 | 5 | 445 | 14 21 27 23 3.1 P | B. Am | Cr.Dns 15 R 83 | 3,060.000 0
mortem | 4 R 50 | 3 36 | 105 | 17 23 (143 | 25 | P | BLAm | Cr.Dns 20 R 78 | 5,000.000 2
5 R 50 | 3 38 11 18 26 17 1.5 | P | BLAm | Cr.Dns 20 R 80 | 6,070.000 0
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1 B 77 3 40 | 14 19 36 21 3 P | BL. Am | Cr.Dns 60 B 94 | 2,050.000 0
4 horas 2 MB 90 4 38 12 18 30 | 182 | 25 | P | BLAm | Cr.Dns 85 MB 96 | 3,080.000 0
post 3 MB 90 4.5 42 | 125 | 20 39 | 225 3 P | Bl. Am | Cr.Dns 98 MB 83 | 5,900.000 0
mortem | 4 B 85 4 38 16 18 28 19 25 | P| BlLAm | Cr.Dns 75 B 96 | 3,500.000 0
S | MB 92 4 37 | 13 18 30 22 3 P | Bl. Am | Cr.Dns 95 MB | 89 | 6,300.000 0
1 B 88 4.5 38 | 12 18 31 | 173 | 3.1 | P | BLAm | Cr.Dns 85 B 90 | 5,200.000 0
8 horas B | 87 | 4 [37|113]175] 22 [182| 33 [P|BLAm | CrDns| 9 | B | 8 |3.100000| 0
post 3 B 80 3.5 26 | 13 14 16 15 3 P | BL. Am | Cr.Dns 80 B 83 | 6,210.000 0
mortem | 4 B 87 4 42 | 14 20 36 21 27 | P| Bl.Am | Cr.Dns 87 B 90 | 5,300.000 0
5 | MB 90 4.5 40 | 16 22 23 17 34 | P | BLAm | Cr.Dns 90 MB | 93 | 7,000.000 0
1 B 83 3 28 10 13 | 185 | 125 | 25 | P | Bl. Am | Cr.Dns 75 B 92 | 2,020.000 0
16 horas | 2 B 80 2 30 | 10 14 19 | 135 2 P | Bl. Am | Cr.Dns 76 B 90 | 2,040.000 0
post 3 R 44 3.5 40 | 123 | 19 23 19 2 | P| Bl.LAm | Cr.Dns 5 R 82 | 1,060.000 5
mortem | 4 R 47 3.5 40 | 13 19 26 | 19.2 3 P | Bl. Am | Cr.Dns 10 R 85 1,040.000 15
5 B 68 4 40 | 15 19 24 | 185 | 43 | P | Bl. Am | Cr.Dns 50 R 85 | 9.800.000 0




Anexo 4 Evidencias Fotogrdficas

1. Recoleccion de muestras 2. Transporte de las muestras




5. Inmersion de la muestra en bafio maria 6. Precalentamiento de los materiales

7. Material acondicionado térmicamente 8. Medicion del tamafio escrotal y del epididimo

9. Pesaje del epididimo 10. Extraccion del semen

3
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11. EXTRACCION Y ACONDICIONAMIENTO TERMICO DEL SEMEN

12. Frotis de coloracion vital de eosina/ 13. Tmagen del campo visual de la Camara
nigrosina de Neubauer observada al microscopio

15. Espermatozoides rosados (muertos)
y traslucidos (vivos)
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Anexo 6 Glosario de Terminos Técnicos

Rete testis: es una compleja red de conductos situada en el mediastino
testicular. A través de ella, los espermatozoides, que provienen de los tubulos

rectos, circulan antes de ser transportados a los conductillos eferentes.

Glandulas sebaceas: se encuentran en la dermis y estdn formadas por células
llenas de lipidos. Su funcion es sintetizar el sebo, una sustancia lipidica que

tiene como objetivo hidratar la piel.

Epitelio germinativo: constituye la pared del tubulo. Es estratificado y esta

compuesto por células germinales en diversas etapas de la espermatogénesis.

Tunica vaginal: es una capa de tejido que rodea cada testiculo, ofreciendo una

barrera fisica que protege estos 6rganos vitales de lesiones y dafios potenciales.

Miisculo cremaster: situado en el pliegue de la ingle y las bolsas testiculares
tiene como funcion ajustar la posicion del escroto, subiéndolo o bajandolo, para

regular la temperatura y apoyar la espermatogénesis.

Ampolla de Helen: es donde se encuentran los espermatozoides que seran

expulsados con el semen durante la préxima eyaculacion.

Hipotalameo: Es una region del cerebro responsable de producir hormonas que

regulan la temperatura corporal, la frecuencia cardiaca y el apetito.

Adenohipofisis: Secreta hormonas adenohipofisarias, que regulan funciones

esenciales como el crecimiento, el metabolismo y la reproduccion.

Prolactina: es una hormona producida por la hipéfisis. Su principal funcion es
la de estimular la producciéon de leche (lactancia) durante el embarazo y

mantener el suministro de leche durante el amamantamiento.



Corticotropina: acta sobre la parte exterior de la glandula suprarrenal para

controlar la liberacion de las hormonas corticosteroides.

Hormona adrenocorticotropa: Actia sobre la corteza de la glandula

suprarrenal para controlar la liberacion de hormonas corticosteroides.

Espermatocitogénesis: Proceso de produccion de los espermatozoides, que

tienen lugar en el interior de las glandulas sexuales masculinas (testiculos).

Espermatogénesis: es un conjunto de eventos que se lleva a cabo en el estroma
testicular a nivel de los tubulos seminiferos, iniciando asi la pubertad y

formacién de espermatozoides.

GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas.

LH: hormona luteinizante.

FSH: hormona foliculoestimulante.

Espermatogonias: células madre especializadas en diferenciarse para producir
los espermatozoides, localizadas en los tubulos seminiferos, pegadas a la

membrana basal.

Espermatozoides: son células masculinas portadoras del material genético.

Tuabulos seminiferos: es una porcion exocrina del testiculo, donde se forman y

maduran los espermatozoides.

Paracrina: hace referencia a las hormonas liberadas por una célula que ejerce

su accion sobre las células vecinas.



Autocrina: es la secrecion y la liberacion de hormonas que ejercen una accion

de estimulo o de inhibicion sobre la misma célula.

Endocrino: es el conjunto de glandulas y 6rganos que elaboran hormonas y las
liberan directamente en el torrente sanguineo, para su accion en tejidos y

6rganos de todo el cuerpo.

Inhibina: son hormonas glucoproteicas secretadas por las células de Sertoli del

testiculo y por las células de la granulosa.

Células de Sertoli: sirve de soporte para el desarrollo de las espermatogonias

en los testiculos.

Testosterona: produce una serie de efectos bioldgicos, a su vez se relaciona
con la conducta, responsable del desarrollo de la masa muscular y del tracto

urogenital, responsable de la libido o apetito sexual.

Cromosomas: son estructuras que se encuentran en el nicleo de las células que

transportan fragmentos de ADN.

Espermiogénesis: es la modificacion que sufren las células germinales

primitivas hasta que se convierten en espermatozoides maduros.

Motilidad masal: es el resultado de la concentracion espermadtica de células

con movimiento progresivo.

Acrosoma: es una organela membranosa que contiene las enzimas hidroliticas

y proteoliticas necesarias para el esperma.



