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Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el consumo de agua tratada proveniente de la producción petrolera en la calidad 
seminal del macho bovino reproductor, para ello se seleccionaron 16 toros entre 4 y 5 años distribuidos en dos grupos en 
los centros de investigaciones La Libertad de Agrosavia en Villavicencio y el Área de sostenibilidad agroenergetica, ASA 
en Acacias con disponibilidad de agua tratada de los campos petroleros, Apiay (A) y Castilla (C) respectivamente. Los 
animales seleccionados fueron distribuidos al azar para cada localidad en 4 tratamientos: 1) Consumo del 100 % agua de 
producción tratada; 2) consumo de mezcla 50 % agua de producción tratada y 50 % agua cruda; 3) consumo de mezcla 
25 % agua de producción tratada y 75 % agua cruda; y 4) consumo 100 % agua cruda. Las variables consideradas fueron: 
calidad seminal para A y C determinadas por un sistema computarizado y de fertilidad in vitro para A evaluada por tinción 

Como Citar (Norma Vancouver): 
Velásquez-Penagos JG,  Velásquez-Penagos JH,  Gutiérrez-Parrado SL,  Barajas-Pardo DP, Neira-Rivera Eliana,et al. Consumo de agua tratada de producción petrolera en la fertilidad 
del bovino macho del sistema doble propósito. Orinoquia, 2019; 23(2):25-35. DOI:https://doi.org/10.22579/20112629.566



26 ORINOQUIA - Universidad de los Llanos -Villavicencio, Meta. Colombia. 2019 Julio/Diciembre; 23(2):25-35

Introducción

El petróleo que se extrae de la tierra, se encuentra 
mezclado con aguas, que se conocen como “aguas 
de producción”, las cuales hacen parte de los fluidos 
naturales de los yacimientos. En Colombia, por cada 
barril de petróleo se producen, en promedio, 17,8 
barriles de agua. Las aguas de producción pueden 

ser tratadas y reinyectadas en la misma formación 
para mantener la presión de los yacimientos y au-
mentar el “factor de recobro”. También pueden ser 
tratadas y vertidas a cuerpos de agua superficiales 
o al suelo; o ser reinyectadas en los yacimientos 
como alternativa de disposición final (Almansa et 
al., 2018).

fluorescente, Hoechst 33342. Los datos se analizaron estadística descriptiva, análisis de varianza (ANOVA) y pruebas de 
comparación de medias, Tukey, en un modelo de medidas repetidas en el tiempo.  Los resultados indicaron, para calidad 
seminal, que los tratamientos que consumieron A y C en cada localidad presentaron diferencias (P < 0,05) para motilidad, 
75,00±4,50, 69,24±4,13, espermatozoides motiles/100 células evaluadas, en el tratamiento dos respectivamente y en A 
para morfología, 76,67±2,06 espermatozoides normales/100 en el tratamiento cuatro, el índice de calidad espermática 
(ICE) no mostró diferencia (P > 0,05). Los resultados de unión espermatozoide - zona pelúcida mostraron diferencias entre 
tratamientos (P < 0,05), al igual que en fecundación in vitro, sin embargo, el comportamiento de estos cambios no indica 
asociación con el consumo de este tipo de agua. El estudio muestra que no se observan cambios contundentes o negativos 
que demuestren efecto en la fertilidad del toro por consumo de agua de producción tratada. 

Palabras claves: calidad espermátic; in vitro; ovocitos; reproducción; semen

Abstract

The objective of this study was to evaluate the consumption of treated water from oil production in the seminal quality of 
the breeding male; To this end, 16 bulls between 4 and 5 years old were selected, distributed in two groups at Agrosavia’s 
La Libertad centers in Villavicencio and the Agroenergetic Sustainability Area, ASA in Acacias with availability of treated 
water from the oil fields, Apiay (A) and Castilla (C) respectively. The selected animals were distributed randomly to each 
location in 4 treatments: 1) Consumption of 100% treated production water; 2) 50% consumption of treated production 
water and 50% raw water consumption; 3) mixing consumption 25% treated production water and 75% raw water; and 4) 
100% raw water consumption. The variables considered were: seminal quality for A and C determined by a computerized 
system, and in vitro fertility for A evaluated by fluorescent staining, Hoechst 33342. The data were analyzed descriptive 
statistics, analysis of variance (ANOVA) and means comparison tests, Tukey, in a model of measures repeated over time. 
The results indicated, for seminal quality, that the treatments that consumed A and C in each locality presented differences 
(P <0,05) for motility, 75,00 ± 4,50, 69,24 ± 4.13, motile sperm / 100 cells evaluated, in treatment two respectively and in 
A for morphology, 76,67 ± 2,06 normal sperm / 100 in treatment four, the sperm quality index (SQI) showed no differen-
ce (P> 0,05). The results of sperm-pellucid zone binding showed differences between treatments (P <0,05), as in in vitro 
fertilization, however, the behavior of these changes does not indicate an association with the consumption of this type of 
water. The study shows that there are no strong or negative changes that show an effect on the fertility of the bull due to 
the consumption of treated production water.

Key words: sperm quality; in vitro; oocytes; reproduction; semen

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o consumo de água tratada da produção de óleo na qualidade seminal do macho repro-
dutor; Para tanto, foram selecionados 16 touros entre 4 e 5 anos, distribuídos em dois grupos nos centros de La Libertad 
de Agrosavia em Villavicencio e na Área de Sustentabilidade Agroenergética, ASA em Acacias com disponibilidade de 
água tratada dos campos de petróleo, Apiay (A ) e Castilla (C) respectivamente. Os animais selecionados foram distribuídos 
aleatoriamente para cada local em 4 tratamentos: 1) Consumo de água de produção tratada 100%; 2) 50% de consumo 
de água de produção tratada e 50% de consumo de água bruta; 3) consumo de mistura 25% de água de produção tratada 
e 75% de água bruta; e 4) 100% de consumo de água bruta. As variáveis   consideradas foram: qualidade seminal para A e 
C, determinada por sistema computadorizado, e fertilidade in vitro para A, avaliada por coloração fluorescente, Hoechst 
33342. Os resultados indicaram, para qualidade seminal, que os tratamentos que consumiram A e C em cada localidade 
apresentaram diferenças (P <0,05) para motilidade, 75,00 ± 4,50, 69,24 ± 4,13, espermatozóides móveis / 100 células 
avaliadas, no tratamento dois respectivamente e em A para morfologia, 76,67 ± 2,06 espermatozóides normais / 100 no 
tratamento quatro, o índice de qualidade espermática (IQE) não apresentou diferença (P> 0,05). Os resultados de ligação 
das zonas pelúcidas de espermatozóides mostraram diferenças entre os tratamentos (P <0,05), como na fertilização in 
vitro, entretanto, o comportamento dessas mudanças não indica uma associação com o consumo desse tipo de água. O 
estudo mostra que não há mudanças fortes ou negativas que mostram um efeito sobre a fertilidade do touro devido ao 
consumo de água de produção tratada.

Palavras-chave: qualidade espermática; in vitro; oócitos; reprodução; sêmen
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Los estudios relacionados con los efectos sobre la pro-
ducción por el uso de agua tratada proveniente de la 
extracción de petróleo realizados por Almansa et al., 
(2018), demostraron que no se observaron diferencias 
en los parámetros productivos de los animales experi-
mentales que consumieron y no consumieron agua de 
producción. Estudios similares en bovinos no se repor-
tan en la literatura revisada.

En el campo de la reproducción, la fertilidad es la 
capacidad de un animal de producir o sustentar una 
progenie, para que esta premisa se considere cierta, 
la función reproductiva, tanto del macho como de la 
hembra debe ser eficiente. La importancia de las prue-
bas de fertilidad en la ganadería se refleja en la identi-
ficación de sementales infértiles o sub-fértiles (Orantes 
et al., 2010). 

El análisis seminal  además de confirmar la capacidad 
reproductiva, se puede utilizar para determinar el nú-
mero de dosis seminales viables para criopreservar 
y para diagnosticar causas específicas de infertilidad 
(Chenoweth et al., 2016; Brito, 2016). Según lo encon-
trado por Flowers (2013), los toros tienen un mayor 
efecto sobre la fertilidad del hato que las hembras y es 
más grave por el uso generalizado para monta natu-
ral sin previa evaluación de fertilidad (Thundathil et al., 
2016) (Parkinson, 2004). Económicamente la capaci-
dad reproductiva del macho es medida por el número 
de crías producidas y la mejora genética que aporta al 
rebaño (Petherick JC, 2004).

La calidad del eyaculado es valorada por parámetros 
macroscópicos, tales como volumen, color, densidad y 
microscópicos de motilidad, concentración, viabilidad 
y morfología (Quintero et al., 2017). La evaluación de 
motilidad proporciona información importante sobre 
el estado energético de los espermatozoides y desem-
peña una función vital cuando el esperma alcanza la 
unión utero-tubal que contiene moco y puede actuar 
como barrera para los espermatozoides con poca mo-
vilidad. No obstante, se considera la evaluación de la 
motilidad un método de análisis subjetivo con hasta el 
30 a 60 % de variaciones de interpretación (Contri et 
al., 2010).  Sin embargo, la implementación del sistema 
computarizado de análisis de semen CASA (computer-
assisted sperm analysis) constituye un método objeti-
vo de evaluación que permite el conteo de las células 
móviles y descripción a través del seguimiento de su 
desplazamiento, de las características del movimiento 
flagelar de los espermatozoides, asociándola al estado 
funcional de los mismos (Kastelic y Thundathil, 2008). 

A pesar de que la evaluación de parámetros simples 
de la calidad del semen (motilidad, concentración, 

viabilidad y morfología) ha sido valiosa en la identifi-
cación de toros de baja fertilidad, sólo constituye un 
predictivo de bajo valor de fertilidad absoluta (Parkin-
son, 2004). Por lo tanto, en un esfuerzo por encon-
trar otras características del semen que estén más 
estrechamente relacionadas con la fertilidad, se han 
desarrollado pruebas de laboratorio a nivel celular y 
molecular (Kastelic y Thundathil, 2008) que permiten 
evaluar diferentes aspectos de la integridad y la funcio-
nalidad espermática. (Yániz et al., 2018), estas pruebas 
incluyen los test de resistencia a condiciones hipos-
móticas ó test HOST (Prinosilova et al., 2014), estudios 
de metabolómica que permiten la identificación y 
cuantificación de moléculas pequeñas como aminoá-
cidos y péptidos (Velho et al., 2018), los marcadores 
de fertilidad en los estudios de proteómica del plasma 
seminal (Viana et al., 2018) y las sondas fluorescentes 
que permiten evaluar la integridad de la membrana 
con fluorocromos como el ioduro de propidio (Yániz 
et al., 2013), las lectinas y las clortetraciclinas, los co-
lorantes específicos para las mitocondrias y la naranja 
de acridina para evaluar la integridad de la cromatina 
(Rosseto A, 2005).  

Así, la fertilidad del macho se puede estimar por la ca-
pacidad de los espermatozoides para penetrar ovoci-
tos in vitro (Ferraz et al., 2014), la cual evalúa además 
de la movilidad de los espermatozoides y penetración, 
la capacitación espermática y la reacción acrosómica 
(Restrepo et al., 2013); otro método de evaluación de 
la fertilidad es mediante el test de unión de esperma-
tozoide-zona pelúcida (Velásquez et al., 2007), y me-
diante la fertilización in vitro (FIV), que es una técnica 
más sensible para la evaluación de la fecundación (Fair 
y Lonergan 2018). 

El propósito de este trabajo fue evaluar el efecto del 
consumo de agua de producción tratada asociada a 
la extracción de hidrocarburos, sobre la fertilidad en 
bovinos machos del sistema de doble propósito. 

Materiales y métodos

Localización

El desarrollo del estudio se llevó a cabo en el centro 
de investigación La Libertad de la Corporación Co-
lombiana de Investigación Agropecuaria, Agrosavia 
(Villavicencio - Meta, Colombia), y en la estación expe-
rimental ASA (Área de Sostenibilidad Agroenergética, 
(Acacias - Meta, Colombia) respectivamente; localiza-
das en la subregión del piedemonte Llanero Colom-
biano, a una altura de 336 m.s.n.m, y 352 m.s.n.m,  
temperatura promedia de 26°C y 26°C, precipitación 
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se basa en la exclusión de la eosina por parte de los 
espermatozoides intactos, mientras que los muertos, 
con la membrana plasmática dañada absorben el co-
lor rojo del colorante (eosina), la evaluación consistió 
en contar los espermatozoides sin teñir (blancos) los 
cuales se consideraron “vivos” y los teñidos (rosas) to-
tal o parcialmente considerados “muertos”, con apoyo 
de  un microscopio (Nikon Eclipse E-200 Nikon Instru-
ments Inc. Melville, Nueva York, E.E.U.U) con aumen-
tos de 200X a 400X contando en un total de 100 las 
células vivas por muestra, en tres campos. Para la eva-
luación de la morfología se utilizaron los mismos frotis 
y metodología empleadas en la viabilidad pero en este 
caso diferenciando los espermatozoides normales. De 
las determinaciones consideradas en la evaluación mi-
croscópica se derivó la variable índice de calidad es-
permática (ICE), que integra la motilidad, la viabilidad 
y la morfología y visualiza en forma general la calidad 
espermática 

Congelación de semen

Una vez realizada la valoración microscópica del se-
men, se calculó el número de dosis para cada eya-
culado teniendo en cuenta una concentración de 
60´000.000 de espermatozoides motiles por mililitro. 
Para ello se empleó la siguiente fórmula matemática:

 

La dilución del semen se realizó empleando el diluyen-
te comercial Bioxcell a dos pasos (IMV Technologies). 
La fracción A del diluyente rica en nutrientes se ajustó 
a la misma temperatura del eyaculado y se añadió en 
la cantidad equivalente al semen, el resto de la frac-
ción A del diluyente se añadió a los 10-15 minutos 
siguientes a la primera dilución, el semen diluido fue 
homogenizado suavemente. La adición de la fracción 
B del diluyente (Glicerol) se realizó cuando la dilución 
con la fracción A se estabilizó a una temperatura de 
5°C, la fracción B se dividió en cuatro porciones y se 
adicionó a la dilución A a intervalos de 15 minutos a 
5°C. Luego de la adición de las fracciones A y B del 
diluyente se dejó en fase de equilibrio el semen diluido 
a una temperatura de 5°C durante 16 horas. Transcu-
rrido este lapso se procedió a empacar el semen en 
las pajillas marcadas con la identificación del toro y 
el tratamiento. El empaque y el sellado de las pajillas 
se realizó con el equipo de empaque y sellado (IMV 
Technologies, Francia). Una vez empacado el semen 
en las pajillas, se procedió a realizar la curva de con-
gelación, para ello se ubicaron las pajillas en rampas 
metálicas dentro de la olla de congelación a una altura 

promedia anual de 2950 mm3 y 2700 mm3, humedad 
relativa del 78% y 80% respectivamente. El agua tra-
tada de la producción de petróleo se obtuvo de los 
campos petroleros de Apiay

Animales

Se seleccionaron 16 bovinos machos, valorados clíni-
camente y determinados en buen estado sanitario y 
nutricional, distribuidos en dos grupos en las localida-
des del centro de investigación La Libertad y el ASA, 
alimentados en praderas de Brachiaria decumbens, sal 
del 8% de fósforo a voluntad, que consumieron agua 
de producción tratada del campo petrolero de Apiay 
(A) y Castilla (C) respectivamente. Los animales selec-
cionados en cada grupo fueron distribuidos al azar en 
4 tratamientos: 1) Consumo del 100 % de agua de pro-
ducción tratada 2) consumo de la mezcla de 50 % de 
agua de producción tratada y 50 % de agua cruda; 3) 
consumo de la mezcla de 25 % de agua de producción 
tratada y 75 % de agua cruda; y 4) consumo de 100 % 
de agua cruda (tratamiento control).  Los ensayos se 
realizaron entre el 2009 y el 2015 bajo el marco regu-
latorio del decreto 1594 de 1984 de Colombia.

Reactivos y materiales de laboratorio

Todos los reactivos fueron obtenidos de Sigma - Al-
drich Co. (San Luis Missouri E.E.U.U), los platos de 
cultivo celular fueron de marca TPP (Techno Plastic 
Products, Suiza) y los platos de 4 pocillos fueron de 
marca Nunc® (Fisher Scientific, Reino Unido). Los tu-
bos cónicos para colección de semen se obtuvieron 
de Fisher Scientific (Reino Unido). 

Evaluación de semen in natura: 

El semen se recolectó mediante la técnica de electro-
eyaculación empleando el equipo Electro-Jac 5, el cual 
genera pulsaciones eléctricas por medio de un electro-
do que estimula los nervios pélvicos, induciendo así la 
erección peneana y la eyaculación. Una vez obtenida 
la muestra se realizó evaluación macroscópica que in-
cluyó: volumen, el cual se determinó depositando el 
eyaculado en un tubo cónico aforado; el color, normal-
mente blanco lechoso y el aspecto (acuoso, lechoso, 
cremoso). La evaluación microscópica se realizó em-
pleando el equipo CASA (IVOS II. Hamilton Thorne Inc. 
Beverly Massachusetts, E.E.U.U), que permite el análisis 
de la concentración, del número de espermatozoides 
motiles y los parámetros espermáticos de movimiento.  
Para la determinación de la viabilidad espermática se 
evaluó la integridad de la membrana espermática em-
pleando la tinción vital eosina-nigrosina, esta técnica 

Volumen final

Volumeneyaculado concentraciónml

moti
�

* *

lidad normalidad viabilidad% * % * %

*60 106
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ron cubiertos con aceite mineral estéril (Sigma), y se 
llevaron a la incubadora a 38 °C, 5 % de CO2 y 90 % 
de humedad relativa, por un lapso de 24 horas, para su 
posterior fecundación. 

Para la preparación del esperma, selección y capaci-
tación espermática, se descongelaron las pajillas de 
semen por inmersión en agua a 37 °C por 1 minuto, se 
transfirió el contenido de la pajilla a un tubo vial de 1.5 
ml que contenía los gradientes de Percoll (Sigma) (400 
µl de Percoll 90 % y 400 µl de Percoll 45 %), el cual fue 
centrifugado a 900 gravedades por 5 minutos, se reti-
ró el sobrenadante, dejando únicamente el sedimento 
(espermatozoides motiles). El sedimento recuperado 
fue resuspendido en 1 ml de medio Sperm Talp de 
capacitación espermática en un tubo vial, y posterior-
mente se centrifugó a 900 gravedades por 5 minutos, 
el precipitado fue resuspendido en medio FIV, de este 
se tomó una muestra para el conteo de concentración 
espermática para determinar la dosis inseminante a 
una concentración final de 1x106. 

Los ovocitos se cambiaron de medio de maduración 
donde estuvieron por 24 horas a medio de fertilización 
FIV-Talp suplementando con PHE (Penicilamina, hipo-
taurina, epinefrina) (Sigma) y heparina (Sigma), fueron 
lavados 3 veces en gotas del medio de fertilización. 
Los espermatozoides seleccionados y capacitados se 
co-cultivaron con los ovocitos a una concentración de 
1*106 espermatozoides por mililitro en cajas de cuatro 
pocillos Nunc® de 500 µl cubiertas con aceite mineral 
estéril (Sigma), y se llevaron a la incubadora a 38 °C, 
5 % de CO2 y 90 % de humedad relativa por 18 horas. 

Fijación, tinción y evaluación de la fertilización  
de los ovocitos

A las 18 horas post-fertilización de los ovocitos se pa-
saron a un plato de Petri con DPBS e hialuronidasa du-
rante 5 minutos, y se lavaron mediante pipeteo, con el 
fin de remover los espermatozoides adheridos y restos 
de las células del cúmulo. Posteriormente los ovocitos 
fueron fijados con glutaraldehído al 0.5 % durante 30 
minutos, se les realizó un lavado en DPBS y se tiñeron 
con Hoechst 33342 (B-2261 Sigma) durante 15 minu-
tos. Los ovocitos fueron evaluados en el microscopio 
(Leica DM 2000) con filtro de fluorescencia con rango 
de excitación para luz ultravioleta y observados a 200 
aumentos. Para la evaluación de la fertilización de la 
presencia de los dos pronucleos, masculino y femeni-
no como fertilizado y las demás formas de presenta-
ción como no fertilizado (Coy et al., 2005).

de 5 centímetros sobre el nivel de nitrógeno líquido 
donde recibieron los vapores del nitrógeno líquido du-
rante 10 minutos, una vez transcurridos se sumergen 
las pajillas directamente en el nitrógeno líquido. 

Evaluación del semen criopreservado

Para la evaluación del semen criopreservado de los to-
ros, se realizó la descongelación de las pajillas a 37 °C 
durante 1 minuto, en un baño de agua termostatado; 
los parámetros que se evaluaron fueron motilidad y 
concentración, empleando el equipo CASA. También 
se evaluó la viabilidad y morfología espermática me-
diante tinción vital (eosina - nigrosina) observada en 
microscopio, con 200X a 400X contando un total de 
100 células por muestra, en tres campos. 

Fecundación In vitro

Para la prueba de fecundación In vitro, los ovocitos 
seleccionados se obtuvieron a partir de ovarios del 
frigorífico local (Friogan, Villavicencio), que fueron 
colectados inmediatamente después del sacrificio de 
hembras bovinas del sistema doble propósito, y trans-
portados al laboratorio de reproducción del CI La Li-
bertad, en solución salina fisiológica (NaCl 0.9 %) a 
±35 °C, suplementado con 100 UI/ml Penicilina - Es-
treptomicina (Sigma), en un tiempo menor a 90 minu-
tos luego del sacrificio. Una vez en el laboratorio se 
retiró el mesovario y tejido adyacente empleando tije-
ra quirúrgica punta – roma, y se lavaron 3 veces con la 
misma solución y a la misma temperatura anteriormen-
te descrita. De los folículos ováricos se recuperaron 
los complejos cúmulos – ovocitos, mediante aspira-
ción con jeringa de 10 ml y aguja calibre 18 Gauss; 
el contenido se depositó en un tubo cónico de 15 ml 
(Fisher Scientific E.E.U.U). Una vez aspirados todos los 
ovarios se dejó sedimentar el contenido del tubo por 
15 minutos, quedando el sobrenadante (líquido folicu-
lar) y el sedimento (ovocitos). El sobrenadante se cen-
trifugó a ± 35 °C en una centrifuga (THERMO Electron 
Corporation. IEC CENTRA CL3R9) a 700 gravedades por 
5 minutos. El líquido folicular centrifugado se empleó 
como medio de búsqueda de los CCOs.  

En la búsqueda de los ovocitos, fueron seleccionados 
los CCOs con mayor tamaño y con al menos 3 capas 
de células del cúmulo, con cúmulos compactos y cito-
plasma homogéneo. El medio de maduración de los 
ovocitos empleado fue el TCM-199 (Sigma) suplemen-
tado con suero fetal bovino (Gibco) al 10 %, amica-
cina (Sigma), LH (Sigma), FSH (Sigma) y L-Glutamina 
(Sigma). Los CCOs se cultivaron con el medio descrito 
en cajas de cuatro pocillos Nunc® de 500 µl que fue-
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En este sentido, en la Tabla 1 se observan los cambios 
del comportamiento de los parámetros de calidad del 
semen, en los cuatro tratamientos de agua de extrac-
ción tratada del campo petrolero Apiay (A) considera-
dos en la localidad del CI la Libertad. 

Los valores promedio de los diferentes tratamien-
tos variaron entre 8,17+1,26 y 12+2,00 ml para vo-
lumen seminal sin presentar cambios significativos 
(p>0,05) al igual que los promedios que variaron entre 
890+130,77 y 1019+156,31 EPZ X 106 /ml para con-
centración, 78,33+2,89 y 79,67+2,09 EPZ/100 células 
para viabilidad y, 0,47+0,08 y 0,52+0,08 para índice 
de calidad espermática, respuesta que difirió para los 
promedios 75,00+4,50 del tratamiento 2 (consumo 
de agua de producción tratada en mezcla del 50%) 
y 83,32+5,77 del tratamiento 3 (consumo de agua de 
producción tratada en mezcla del  25%) y siendo dife-
rentes para motilidad que indicaron diferencia signifi-
cativa (p<0,05), en esta variable, el tratamiento control 
no indico diferencias significativas entre tratamientos 
(p>0,05) y para morfología en donde el tratamiento 
control fue diferente para los tratamientos 100% y 
50% (p<0,05). 

Los resultados obtenidos para el ASA (tabla 2) de los 
toros sometidos a cada tratamiento, en las variables de 
calidad espermática: volumen seminal, concentración, 
viabilidad, morfología e ICE, muestran promedios que 
variaron entre 5,19+2,74 y 7+1,92 ml; 795+280,74 
y 1019+156,31 EPZ X 106 /ml; 71,31+3,45 y 

Interacción espermatozoide - Zona pelúcida (ZP), 
Test de unión:

Para el test de unión espermatozoide zona pelúcida, 
las muestras de semen obtenidas son criopreservadas 
y evaluadas por la capacidad de unión. Para ello se 
utilizaron concentraciones de 30´000.000 de EPZ/ml 
que se cocultivaron con zonas pelúcidas por 30 mi-
nutos; pasado este tiempo se realizaron dos lavados 
y posteriormente se determinaron cuantos espermato-
zoides estaban unidos a las zonas pelúcidas. Las ZP se 
obtuvieron de ovocitos aspirados de ovarios de frigorí-
fico, mediante el pipeteo.

Análisis estadístico

El análisis de los datos se realizó mediante estadística 
descriptiva, análisis de varianza (ANOVA) y pruebas de 
comparación de medias, Tukey, en un modelo de me-
didas repetidas en el tiempo. 

Resultados

Evaluación de la calidad espermática

Los resultados de los reportes individuales de cada 
evaluación de calidad espermática, previo a su análisis, 
no mostraron cambios que indicaran alteraciones que 
pudieran afectar la eficiencia reproductiva.

Tabla 1. Valores promedio de evaluación de la calidad espermática, Volumen, Concentración, Motilidad, Viabilidad, morfología e 
índice de calidad espermática de toros que consumieron diferentes mezclas de agua de producción tratada del campo petrolero 
Apiay en el CI La Libertad de Agrosavia. 

Indicador
N° de 

pruebas por 
tratamiento

Tratamiento 1 
(100 %)

Tratamiento 2 
(50 %)

Tratamiento 3 
(25 %)

Tratamiento 
(Control) 4 

(0 %)

Volumen cc 7 8,17+1,26a 12+2,00a 9,17+1,44a 9,00 + 2,2a

Concentraciónx106 7 960,67+238,5a 993,33+5,32a 890+130,77a 1019+156,31a

Motilidad, (N° EPZ* motiles/100 
células evaluadas)*

7 83,33+2,89a 75,00+4,50b 83,32+5,77a 82,33+2,52ab

Viabilidad (N° EPZ vivos/100 
células evaluados)

7 78,67+3,79a 78,33+2,89a 79,33+4,16a 79,67 +2,09a

Morfología (N° EPZ* 
normales/100 células 
evaluados) *

7 82,67+3,39a 83,67+4,73a 80,33+4,5ab 76,67+2,06b

ICE 7 0,52+0,08a 0,49+0,05a 0,47+0,08a 0,51+0,07a

 ICE= Índice de calidad espermática derivado de la motilidad, viabilidad y morfología; Medias con por lo menos una letra en común en sentido 
horizontal no presentan diferencias estadísticas según prueba de tukey, (α = .05). EPZ: Espermatozoides. ICE= Índice de calidad espermática 
derivado de la motilidad, viabilidad y morfología. Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 1. Espermatozoides unidos a la zona pelúcida.  
Fuente: Imagen propia.

Figura 2. Ovocito fertilizado con presencia de dos pronú-
cleos. Fuente: Foto propia.

Tabla 2. Valores promedio de evaluación de la calidad espermática, Volumen, Concentración, Motilidad, Viabilidad, morfología 
e Índice de calidad espermática de toros que consumen diferentes mezclas de agua de producción tratada del campo petrolero de 
Castilla en la unidad experimental del ASA.

Indicador
N° de 

pruebas por 
tratamiento

Tratamiento 1 
(100 %)

Tratamiento 
2 

(50 %)

Tratamiento 3 
(25 %)

Tratamiento 
(Control) 4 

(0 %)

Volumen cc 3 6,27+1,26a 7+1,92a 5,19+2,74a 6,35 + 2,42a

Concentraciónx106 3 865,61+241,3a 918,32+5,32a 795+280,74a 1019+156,31a

Motilidad, (N° de EPZ* motiles 
/100 células evaluadas)

3 78,27+7,69a 69,24+4,13b 83,33+6,71a 81,34+3,54a

Viabilidad (N° de EPZ 
vivos/100 células evaluados)

3 72,42+4,68a 74,28+2,16a 71,31+3,45a 73,62 +2,14a

Morfología (N° EPZ 
normales/100 células 
evaluados)

3 81,62+4,27a 78,53+3,62a 80,32+3,4a 82,43+3,22a

ICE 3 0,40+0,04a 0,38+0,07a 0,38+0,04a 0,43+0,09a

 ICE= Índice de calidad espermática derivado de la motilidad, viabilidad y morfología; Medias con por lo menos una letra en común en sentido 
horizontal no presentan diferencias estadísticas según prueba de tukey, (α = .05). EPZ: Espermatozoides Fuente: Elaboración propia. 

74,28+2,16 EPZ/100 células evaluadas y, 78,53+3,62 
- 82,43+3,22  respectivamente sin indicar para cada 
una de las variables cambios significativos entre tra-
tamiento  (p>0,05). La variable motilidad espermática 
78,27+7,69 EPZ/100 células evaluadas en el trata-
miento 2 consumo de agua de producción tratada en 
mezcla del 50% indica cambios significativos con los 
demás tratamientos (p<0,05).  

Pruebas In vitro de calidad espermática,  
test de unión

En la Tabla 3 y en la Figura 1 se pueden observar los 
valores promedios de la prueba in vitro de fertilidad de 
los toros que fueron sometidos a diferentes mezclas 
de agua de producción tratada. Los resultados indican 
diferencias significativas entre tratamientos (P<0,05), y 
más específicamente sobre el tratamiento 2 (consumo 
de agua de producción tratada en dilución del 50 %) 
en el que se observa el valor de menos espermatozoi-
des unidos a la zona pelúcida. Estos resultados indican 
cambios significativos para esta variable; sin embargo, 
el comportamiento de los valores obtenidos en los tra-
tamientos 4 (control) y 1 (100 %), no fueron estadísti-
camente diferentes (P> 0,05). 

Fertilización in vitro:

En la Tabla 4 y en la Figura 2 se observan los resultados 
de fertilización in vitro determinado como positivo por la 
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presencia de los pronúcleos masculino y femenino, para 
los lotes de semen criopreservado previamente de cada 
uno de los tratamientos evaluados 100 %, 50 %, 25 % y 
control; los resultados obtenidos indican diferencias sig-
nificativas para el proceso de fecundación in vitro. Los va-
lores mínimos se presentaron en el tratamiento 2 (50 %) 
y los máximos en el tratamiento 1 (100 %) y 4 (Control), 
respectivamente. El comportamiento de los valores ob-
tenidos en los tratamientos 1 (100 %) y 4 (control), no 
fueron estadísticamente diferentes (P> 0,05). 

Discusión 

Los resultados obtenidos en las valoraciones de cali-
dad espermática de los bovinos muestran como en las 
dos localidades evaluadas, no se mostraron diferencias 
significativas para las variables consideradas como vo-
lumen, concentración, viabilidad y la variable derivada 
ICE, a diferencia de la variable motilidad que, si señaló 
cambios significativos.  La variable morfología mostró 
cambios significativos únicamente en las valoraciones 
de los toros de la localidad del CI La Libertad. 

Para el caso de la motilidad, en los toros evaluados en 
el CI La Libertad, el menor valor se obtuvo en el trata-
miento denominado como mezcla 50 %, con cambios 
significativos en los tratamientos con mezcla 25 % y 
100 % de aguas tratadas de la producción de petróleo; 
y no significativos con el tratamiento control, el cual 
no presentó diferencias significativas con ningún trata-
miento evaluado. El valor obtenido en el tratamiento 
con mezcla 50 % es similar a lo encontrado por Ve-
jarano (2005), en bovinos del alto Magdalena y está 
por encima del 60 % similar a lo publicado por Ruiz 
Sesma et al., (2010), Burnett et al., (2018), Berg HF et 
al., (2018), Khalil WA et al., (2018). Los resultados ob-
tenidos para esta misma variable en la localidad del 
ASA, son similares a lo expuesto anteriormente. 

En cuanto a la morfología espermática se encontró 
que el menor valor de morfología (número de esper-
matozoides normales por cada 100 espermatozoi-
des evaluados) se obtuvo en el tratamiento control 
(76,67+2,06) con cambios significativos con el 100 % 
de agua de producción tratada y con el tratamiento 
con mezcla 50 % y no significativos con el tratamiento 

Tabla 3. Valores promedio de evaluación de la calidad espermática in vitro mediante el test de unión espermatozoide zona pelúcida 
de toros que consumen diferentes mezclas de agua de producción tratada del campo petrolero de Apiay

Test de Unión
Tratamiento 1 

(100 %)
Tratamiento 2 

(50 %)
Tratamiento 3 

(25 %)

Tratamiento 
(Control) 4 

(0 %)

Número de pruebas 6 6 6 6

Número total de zonas pelúcidas 120 106 125 122

Espermatozoides unidos a la zona pelúcida* 34+2,41a 23,20+1.9b 30,40+3,36ab 33+1,58a

 Medias con por lo menos una letra en común en sentido horizontal no presentan diferencias estadísticas según prueba de tukey, (α = .05). Fuen-
te: Elaboración propia.

Tabla 4. Valores promedio de evaluación de la calidad espermática in vitro mediante pruebas de fecundación y desarrollo embrionario 
en ovocitos de matadero de toros que consumen diferentes mezclas de agua de producción tratada del campo petrolero de Apiay.

Indicador
N° de 

pruebas
Tratamiento 1 

(100 %)
Tratamiento 2 

(50 %)
Tratamiento 3 

(25 %)

Tratamiento 
(Control) 4 

(0 %)

Fecundación in vitro (N° 
ovocitos fecundados /100 
ovocitos evaluados)

5 66,9+7,2a 53,20+1,9b 61,40+3,36ab 70,8+7,3a

 Medias con por lo menos una letra en común en sentido horizontal no presentan diferencias estadísticas según prueba de tukey, (α = .05).  Fuen-
te: Elaboración propia.



Consumo de agua tratada de producción petrolera en la fertilidad del bovino macho del sistema doble propósito 33

con mezcla 25 %. Sin embargo, los valores obtenidos 
se encuentran dentro de los rangos aceptados para los 
machos bovinos; teniendo en cuenta que el semen 
contiene cierta proporción de espermatozoides mor-
fológicamente anormales, Cardozo et al., (2002), Oli-
veira L-Z et al., (2012), Berg HF et al., (2018), afirman 
que el porcentaje de células espermáticas anormales 
debe ser menor a 25 % del total de los espermatozoi-
des de la muestra.

Las variable Volumen no muestra diferencias significa-
tivas entre tratamientos; los promedios mínimos ob-
tenidos para los toros en las dos localidades superan 
los 5 ml, estando dentro de los parámetros norma-
les reportados por Páez y Corredor (2014), Barszcz, 
(2012) y con valores similares a los reportados en los 
estudios de Anchieta et al., (2005), Ruiz-Sesma et al., 
(2010) y superior a lo encontrado por Cabrera y Pan-
toja, (2012). 

De igual forma la viabilidad no muestra cambios que 
indiquen diferencias significativas entre tratamientos y 
sus promedios obtenidos tanto para la localidad del 
CI la Libertad como para el ASA, superan los valores 
reportados por Cabrera y Pantoja (2012), Felipe-Pérez 
et al., (2008), Nava-Trujillo et al., (2011).

La variable derivada ICE, como anteriormente se re-
saltó involucra indicadores de motilidad, viabilidad y 
morfología que permite una mejor apreciación de  la 
evaluación en forma integral de algunas variables de 
valoración microscópica, muestra que  no se ve in-
fluenciada entre tratamientos.   

La concentración espermática, variable que puede ser 
vista junto al ICE como puntos integradores de todos 
los indicadores de evaluación de calidad espermática 
no mostró diferencias significativas entre tratamien-
tos y sus valores promedios mínimos estuvieron por 
encima de 790 EPZ X 106 /ml, conteos de esperma-
tozoides mayores a 750 millones por mililitros se con-
sideran muy buenos según la escala de evaluación de 
Youngquist y Therlfall, (2007). Los valores obtenidos 
en este estudio son similares a los reportados por  An-
chieta et al., (2005), Cabrera y Pantoja (2012) y supe-
riores a los reportados por Ruiz-Sesma et al., (2010)

Por otra parte, si examinamos el análisis de las varia-
bles de calidad seminal relacionadas en la tabla 1 y 2, 
y en especial la concentración y el ICE se puede defi-
nir a este nivel, qué para este estudio, no se observan 
cambios que se asocien al consumo o no consumo del 
agua tratada de producción.

En las pruebas de evaluación de la calidad espermáti-
ca in vitro tanto para el test de unión espermatozoide 

zona pelúcida como para fertilización in vitro no se evi-
denció efecto del consumo de agua de producción tra-
tada entre los tratamientos evaluados. Los resultados 
obtenidos en las pruebas de fertilización in vitro para 
los tratamientos 100 % y control, son comparables a 
los reportados por Hidaka et al., (2018), Braundmeier 
et al., (2002) y Blondin et al., (2009) en resultados ob-
tenidos con semen no sexado,  y superiores a los re-
portados por Velásquez et al., (2007).

Finalmente, los valores obtenidos en los cuatro trata-
mientos para todas las variables evaluadas, las pode-
mos definir que se encuentran dentro de los rangos 
determinados para toros con buenas condiciones y 
potencialmente reproductores.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio sobre el efec-
to del consumo de agua tratada de producción sobre 
la fertilidad, tanto In vivo como e In vitro de machos 
bovinos, no muestran cambios que indiquen diferen-
cias significativas, entre los toros reproductores que 
consumieron y no consumieron agua de producción 
tratada.

Los valores obtenidos de las variables analizadas en 
este estudio son comparables a las reportadas en la 
literatura, en condiciones normales. 
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