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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el tiempo de refrigeracion en los parametros de viabilidad
microscopicos de semen bovino post descongelamiento de la raza aberdeen angus rojo,
mediante una vagina artificial se colectd el semen de un reproductor de la raza descrita,
en la Estacion Experimental Chachapoyas, de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez
de Mendoza de Amazonas, se realizo la dilucion con Andromed segun indicaciones del
fabricante y se evaluaron los pardmetros de motilidad, concentracion y viabilidad a las 3,
6, 9y 12 horas de refrigeracion denominados como T1, T2, T3 y T4 respectivamente.
Para la determinacion de motilidad y concentracion espermatica se usé un DCA con
cuatro tratamientos y cinco repeticiones por tratamiento, mientras que para la
concentracion espermatica un DCA con sub muestreo con cuatro tratamientos, dos
repeticiones por tratamiento y tres muestras por repeticion. Los resultados fueron
procesados con el software SAS version 2019, mediante el analisis de varianza y la
comparacion de medias por la prueba Duncan. No se encontr6 diferencias significativas

(p > 0,05) para motilidad, concentracion y viabilidad espermatica entre los tratamientos.

Palabras clave: Aberdeen angus rojo, refrigeracion, parametro.
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ABSTRACT

In order to evaluate the refrigeration time in the microscopic viability parameters of post-
thawed bovine semen of the red angus aberdeen breed, the semen of a breeder of the
described breed was collected through an artificial vagina at the Chachapoyas
Experimental Station, from the Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de
Amazonas, dilution with Andromed was performed according to the manufacturer's
indications and the parameters of motility, concentration and viability were evaluated at
3, 6, 9 and 12 hours of refrigeration named as T1, T2, T3 and T4 respectively. For the
determination of motility and sperm concentration an ACD with four treatments and five
replicates per treatment was used, while for sperm concentration an ACD with sub-
sampling with four treatments, two replicates per treatment and three samples per
replicate was used. The results were processed with the SAS software version 2019,
through the analysis of variance and the comparison of means by the Duncan test. No
significant differences (p > 0.05) were found for sperm motility, concentration and

viability between treatments.

Keywords: Red aberdeen angus, cooling, parameter.
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I.  INTRODUCCION

En 1949 se descubrio que el glicerol tenia una accion crioprotectora sobre los
espermatozoides, desde entonces la inseminacion artificial (IA) con semen congelado
empez0 a practicarse de manera generalizada en los bovinos. Pero la comunidad cientifica
siempre ha estado preocupada por desarrollar pruebas de laboratorio que ayuden a prever
de una forma més concisa la capacidad fecundante del semen para poder identificar si un
protocolo de congelacién funciona bien o no en la IA (Muifio, 2008). Asimismo, Lewis
(2007) menciona que el semen es uno de los fluidos bioldgicos mas variables que existen,
debido a que los espermatozoides pueden alterar su comportamiento en relaciéon a los
cambios ambientales, de temperatura, métodos de procesamiento, conservacion, entre

otros factores (Gravance et al., 1998).

Moron y Moron (2015) mencionan que para garantizar la calidad seminal de un bovino
donde los espermatozoides cumplan las caracteristicas requeridas ya sea para una
fertilizacion in vitro o para una inseminacion artificial, se debe realizar un examen
completo del potencial reproductivo del macho que se va a colectar, efectuando una
exploracion fisica, sanitaria y una evaluacion macroscépica y microscopica del eyaculado
utilizando una técnica in vitro como el sistema CASA (Computer Assisted Semen
Analysis). Esta técnica se basa en capturar las imagenes de los espermatozoides en
movimiento, luego los digitaliza para identificar y observar las células espermaticas en
imagenes sucesivas, estableciendo las trayectorias definitivas de los espermatozoides
(Barragan 2017; Gonzales 2018). Etas trayectorias son determinadas por la velocidad del
movimiento de la cabeza y la frecuencia de los cambios de direccion que realiza cada
espermatozoide y finalmente son procesadas matematicamente para obtener los

resultados numéricos (Hidalgo et al. 2005A).

La evaluacién clasica y rutinaria de los parametros espermaticos debe medir volumen,
pH, concentracion, movimiento espermatico, morfologia, entre otros (Hidalgo et al.
2005B). La motilidad del espermatozoide determina la calidad seminal, siendo una
caracteristica muy importante para calificar y evaluar si las células seminales tienen la
capacidad de recorrer el tracto genital de la hembra y poder lograr la fecundacion (Turner,
2003). Por otro lado, la viabilidad de los espermatozoides es un parametro muy asociado
con la fertilidad que refleja el grado de integridad de la membrana plasmatica y acrosomal
del espermatozoide (Uwland, 1984).
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Brito y Reinoso (2017) indican que las caracteristicas basicas que se valoran
macroscopicamente en un eyaculado son el volumen, color y aspecto. El volumen es
expresado en mililitros (ml) y normalmente un toro joven puede eyacular alrededor de 2
ml y en adultos puede ser mayor o igual a 4 ml pudiendo llegar hasta 12 ml. El color y
aspecto optimo de un eyaculado debe ser cremoso, si tiene un aspecto lechoso o incluso
uno claro ya no son deseables, ademas si el semen presenta colores rojizos o amarillentos
son desechados ya que estos colores nos estan indicando que las muestras son

contaminadas.

Las caracteristicas basicas que se valoran microscépicamente de un eyaculado son la
motilidad masal e individual, este parametro muestra la capacidad de movimiento de los
espermatozoides y la morfologia ya que estas caracteristicas son muy importantes para
que el espermatozoide desempefie su funcion bioldgica presentando una estructura tipica

de cabeza, cuello, parte intermedia y cola (Nufiez 2015, citado por Gonzales 2018).

La congelacién produce dafos irreversibles en el acrosoma y membranas plasmaticas
provocando una expansion y alteracion, ademas ocasiona cambios en el medio osmético,
altera el mecanismo del calcio modificando la actividad enzimatica. Por lo que la
actividad de una membrana bioquimicamente activa es muy importante para la
capacitacion espermatica, la reaccion acrosomica, y la posterior union de los
espermatozoides al ovocito. Asimismo, los cambios posteriores a la congelacion
desestabilizan las membranas espermaticas asemejandose a los cambios sufridos en la
capacitacion fisiologica del esperma afectando asi la fertilidad de los espermatozoides del

semen congelado (Tartaglione et al., 2004).

Segun varios estudios realizados se determind que después de la congelacion la calidad
de los espermatozoides varia de acuerdo al tiempo de equilibrio. En 1972 se propuso un
tiempo de equilibrio entre 3 a 5 minutos con una temperatura de 5 °C 6 25 °C,
demostrando que durante ese tiempo el glicerol penetraba en los espermatozoides del toro
(Anchatufia, 2017). Asimismo, Purdy et al. (2010) indican que el eyaculado se puede
mantener por 24 horas a 5 °C antes de la criopreservacion sin modificar la fertilidad del
semen. Por otro lado, Guimaraes et al. (2010) encontraron que los espermatozoides tenian

una mejor supervivencia durante 4 horas de equilibrio a 5 °C.

En la actualidad aun existe una controversia con los tiempos de equilibrio o de

congelacion antes del empajillado para obtener una mayor calidad de los
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espermatozoides, en el presente estudio se probaron cuatro tiempos de refrigeracion de
semen bovino de la raza aberdeen angus rojo para evaluar los pardmetros de calidad
seminal como el porcentaje de espermatozoides progresivos moviles, la concentracion de
espermatozoides por mililitro de semen y la viabilidad espermatica en los diferentes

tiempos de refrigeracion. Ademas, poder estimar el mejor tiempo de refrigeracion.
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2.1.

2.2.

MATERIAL Y METODO

Ubicacion del estudio

La investigacion se realizo en la estacion experimental de Chachapoyas del Instituto
de Investigacion en Ganaderia y Biotecnologia (IGBI) de la Universidad Nacional
Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas ubicada en el distrito y provincia de

Chachapoyas departamento de Amazonas — Peru.

Laberaterio de Blotecnologis

" N . Animal, Reproduccion y

Mepormmbents Geneticn

Figura 1: Ubicacion del estudio tomado de Google Earth.

Detalles y Genealogia del toro aberdeen angus rojo.

— Nombre del toro: UNTRM HERITAGE BLUE CUB GRECO.

— Numero de registro: 01.

— Fecha de Nacimiento: 10/09/2014.

— Padre: Brown Heritage U6509.

— Madre: Marcar cabernet 019-RG COL 36744-AR.

— Abuelo paterno: Beckton Heritage- N013.

— Abuela paterna: Brow Ms L806-S6944.

— Abuelo materno: Pampeano 177 Blue Cub 62T-RG ARG 745999.
— Abuela materna: La corona Brujo 019 T.E.-RG COL 25493.

18



2.3. Procedimiento de la Investigacion
2.3.1.Limpieza del donador.
Utilizando una tijera se realizd el corte de los pelos del orificio prepucial
(dejando aproximadamente un centimetro de largo), se lavo externamente la
zona del prepucio con agua y jabdn neutro y el lavado interno se hizo con una
solucidn fisioldgica utilizando una pipeta adaptada a una jeringa (50 ml), luego
se secé cuidadosamente con papel absorbente.

2.3.2. Armado y preparacion de la vagina artificial.

Se armo colocando la manga de latex por el interior del tubo (base de la vagina
artificial) y doblando los extremos por la parte exterior del tubo sujetando
ambos lados con ligas. El llenado de la vagina se realizo, retirando la tapa de
la valvula y colocando agua a una temperatura promedio de 50 °C, después se
agreg0 aire para proporcionar la presion adecuada. Luego se colocé el tubo
Falcon en la parte mas estrecha del embudo de latex sujetado a la base de la
vagina artificial por el lado opuesto a la valvula de llenado. Luego se coloco la
camisa aislante que cubre el tubo o cono para recibir el eyaculado y a su vez
evitar el shock térmico, después se unto gel lubricante de 10 a 15 cm de la

entrada de la vagina.

2.3.3. Preparacion del donador.
Se realizo la permision de falsas montas por un tiempo de diez minutos para
lograr una excitacion intensa e incrementar el deseo sexual y el volumen del
eyaculado.
2.3.4.Colecta del semen.
Se esper6 el momento que el toro monte para luego desviar el pene hacia la
derechay juntarla con la entrada de la vagina artificial, una vez que el toro hizo
el empuje de la cadera hacia adelante (golpe del rifién) se inclind la vagina
hacia el lado del vaso colector para luego retirar una vez que el toro haya
bajado.
a. Analisis macroscépico del semen. Una vez recolectado el semen, se evalud
las caracteristicas fisicas del semen como: color normal y volumen. Ambas
caracteristicas se determinaron mediante la observacion directa del tubo

colector milimetrado.
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b. Analisis microscopico de semen. Se tomd la muestra en una pipeta de 0,5
microlitros para colocar la muestra al porta objeto, el cual se mantuvo a una
temperatura de 37 °C.

2.3.5. Dilucion del semen.
Cada muestra de semen colectado se diluyé con andromed en una relacion 1:1
es decir por cada 1 ml de semen 1 ml de andromed.

2.3.6. Refrigeracion de las muestras.

Una vez hecha la dilucidn final, se refriger6 las muestras a 5 °C por 3; 6; 9y

12 horas y posteriormente se descongel6 las pajillas de semen a una

temperatura de 38,5 °C por 60 segundos, a continuacién, se coloc6 una gota

(10 pl) de semen sobre un portaobjetos a 37 °C y se colocod sobre esta un

cubreobjetos, también a la misma temperatura para luego realizar las

evaluaciones microscopicas.
2.3.7. Andlisis de la muestra.

Después de haber refrigerado las muestras de semen a diferentes, se realizo el
analisis microscopico de motilidad individual y la contabilizacion de
espermatozoides vivos y muertos. Para la determinacion de la motilidad
individual, se tomé una gota de la muestra y se coloc6 sobre un portaobjeto con
un cubreobjetos y se analizd mediante el sistema CASA. Para la determinacion
de la viabilidad espermatica es decir el porcentaje de espermatozoides vivos y
muertos se realiz6 una coloracién del semen, luego se conté unos 100
espermatozoides por campo. Utilizando la tincién eosina-nigrosina, esto
consistio en tomar una gota de la muestra de semen, colocarlo en un porta
objetos y luego colocar una gota de eosina-nigrosina y hacer un frotis para
luego observar al microscopio, donde los vivos no se colorearon y los muertos
se tifieron totalmente.

— Protocolo empleado para Esoina Nigrosina. Se pes6 0,69 g de eosinay 0,90
g de cloruro de sodio para agregarle a los 100 ml de agua destilada y calentar
brevemente para que se diluya, luego se agreg6 10 g de nigrosina y se llevd
a ebullicién, luego se filtrd usando papel filtro hasta obtener el producto

final.
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2.4. Disefio y andlisis de la investigacion
2.4.1.Disefio experimental.

Se usd un Disefio Completamente al Azar (DCA) distribuido en cuatro
tratamientos T1 (3 h), T2 (6 h), T3 (9 h) y T4 (12 h) con 5 repeticiones cada

tratamiento, utilizando el siguiente modelo aditivo lineal.
Yij=pu+ i+ €j
Donde:
Yij: Observacion del i-ésimo tiempo de refrigeracién en la j-ésima repeticion.
u: Media general.
ti: Efecto del i-ésimo tiempo de refrigeracion.
&ij: Error experimental del efecto de los tiempos de refrigeracion.
2.4.2. Andlisis estadistico

Se us6 un DCA con cuatro tratamientos y cinco repeticiones por tratamiento
para determinar motilidad y concentracion espermatica y un DCA con
submuestreo para determinar la viabilidad espermatica con cuatro tratamientos,
dos repeticiones por tratamiento y tres muestras por repeticion. Los datos
obtenidos se analizaron mediante un anélisis de varianza (ANVA), con el uso
del software estadistico SAS version 2019, con un nivel de significacion (o)

del 5 % y un nivel de confianza (1-c) del 95 %.

Tabla 1
Analisis de Varianza (ANVA)
L Grados de Suma de Cuadrados
Fuente de Variacion _
libertad (gl) cuadrados (SC) medios (CM)
Tratamiento t-1 Y2 v.2 SCirat CMirqe
T §=1 T gltrat CMerror
Error experimental t(r-1) SCrot - SCirat SCerror
glerror
Total tr-1 t y. 2
S5
ANy tr
i=1 j=1
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2.4.3.Comparacion de medias
La comparacion de medias para resultados significativamente diferentes, se

realiz6 mediante la prueba de Duncan (o = 0,05).
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I11. RESULTADOS

3.1. Porcentaje de motilidad

Dentro de los tratamientos el T2 mostrdO mayor porcentaje de motilidad (84,36 %)
seguido por el T1 (81,40 %) tal y como se muestra en la figura 2 y tabla 2. Siendo
los menores valores encontrados en T3y T4 (78,86 y 73,32 %, respectivamente). No
encontrando diferencias significativas entre los tratamientos (p > 0,05).

86.00
84.00

8
8

82.00

80.00 !
78.00

76.00

7

74.00

72.00

70.00

68.00

66.00

Porcentaje motilidad

T1(3h) T2 (6 h) T3(9h) T4 (12 h)
Tiempo de refrigeracion
Figura 2: Porcentaje de motilidad espermatica a diferentes tiempos de refrigeracion.
Tabla 2

Analisis de varianza y comparacién de medias (Duncan) para la variable porcentaje

de motilidad espermatica.

Tratamiento Porcentaje de motilidad Agrupacién Duncan
T1 81,40 A
T2 84,36 A
T3 78,86 A
T4 73,32 A

T1:3h; T2:6h; T3: 9hy T4: 12 h.
Las medias que no comparten una letra dentro de una misma columna muestran diferencia
estadistica (p < 0;05).
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3.2. Concentracion
Dentro de los tratamientos el T3 mostré mayor concentracion con 1206,80 millones
de espermatozoides por mililitro seguido por el T2 con 1124,60 tal como se muestra
en la figura 3 y tabla 3. Encontrando menores concentraciones en T4y T1 (978,90 y
819,70, respectivamente). No encontrando diferencias significativas entre los
tratamientos (p > 0,05).
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Figura 3: Concentracion de espermatozoides (millones/ml) a diferentes tiempos de

refrigeracion.
Tabla 3

Analisis de varianza y comparacion de medias (Duncan) para la variable

concentracion de espermatozoides (millones/ml).

Tratamiento Concentracion (millones/ml) Agrupacién Duncan
T1 819,70 A
T2 1124,60 A
T3 1206,80 A
T4 978,90 A

T1:3h; T2:6h; T3: 9hy T4: 12 h.
Las medias que no comparten una letra dentro de una misma columna muestran diferencia
estadistica (p < 0,05).
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3.3. Viabilidad espermatica

Dentro de los tratamientos el T4 mostré mayor porcentaje de espermatozoides vivos
con alrededor de 77,10 %y 22,91 % de muertos, seguido por el T3 con 74,41 % vivos
y 25,60 % muertos tal y como se muestra en la figura 4 y tabla 4. Encontrando
menores porcentajes de espermatozoides vivos en Tl y T2 (72,38 y 65,10 %,
respectivamente) y mayor porcentaje de mortalidad alrededor de 27,62 % para Tl y
34,90 % para T2. No encontrando diferencias significativas entre los tratamientos (p
> 0,05).

90.00
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80.00 72.38 74,41

70.00 65,10

3490 m Vivos

T1(3h) T2 (6 h) T3 (9h) T4 (12 h)
Tiempo de refrigeracion

= Muertos

27,62

25,60

22,91

Figura 4: Viabilidad espermaética (porcentaje de vivo y de muertos) a diferentes

tiempos de refrigeracion.
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Tabla 4

Analisis de varianza y comparacién de medias (Duncan) para la variable viabilidad

de los espermatozoides (porcentaje de espermatozoide vivos y de muertos).

Porcentaje Porcentaje
Agrup. Agrup.
Tto de esp. de esp.
] Duncan Duncan
Vivos Muertos
Tl 72,38 A 27,62 A
T2 65,10 A 34,90 A
T3 74,41 A 25,60 A
T4 77,10 A 22,91 A

T1:3h; T2:6h; T3:9hy T4: 12 h.
Las medias que no comparten una letra dentro de una misma columna muestran diferencia
estadistica (p < 0,05).
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IV. DISCUSION

En esta investigacion los valores promedios de motilidad post descongelacion a una
temperatura de 38,5 °C por 60 segundos, que se encontraron son de 73,32 a 84,36 % tal
como se observa en la tabla 2 no encontrando ninguna diferencia estadistica entre los
tratamientos (p > 0,05). Estos valores son similares a lo reportado por Papa et al. (2015)
quienes encontraron un 76.3% de motilidad pos descongelacion a 37 °C por 30 segundos,
al evaluar viabilidad y fertilidad de los espermatozoides utilizando glicerol en el semen
de toros nelore refrigerado a 5 °C por 24 h. A su vez, estos valores estan por encima de
44,40 a 53,70 % reportado por Murphy et al. (2017), quienes no encontraron ninguna
diferencia estadistica (p > 0,05) para motilidad seminal post descongelacion a una
temperatura de 37 °C por 30 segundos al evaluar los parametros de calidad de los
espermatozoides y la tasa de parto después de la 1A durante cuatro tiempos de equilibrio
(6, 24,48y 72 h) a4 °C en semen de toros holstein. Ademas, los valores encontrados en
este estudio (58,30 a 69,90 %) estan por encima de lo reportado por Trigoso (2017) quien
tampoco encontrd ninguna diferencia estadistica (p > 0,05) para motilidad al evaluar la
viabilidad de los espermatozoides en semen fresco de bovinos refrigerados a -5 °C por 72

horas utilizando dos dilutores (agua de coco y leche descremada).

En esta investigacion se encontré una concentracion promedio (millones/mililitro) post
descongelacion de 1032,50 millones de espermatozoides por mililitro tal como se muestra
en la tabla 3, no encontrando ninguna diferencia estadistica (p > 0,05), este valor es
superior a 915,75 millones/ml, reportado por Mejia (2017), quien no encontr6 ninguna
diferencia estadistica para esta caracteristica (p > 0,05) al evaluar antes y después de la
congelacién del semen de ganado criollo obtenido con vagina artificial vy
electroeyaculador, refrigerados a 5 °C por 2 horas y posteriormente descongelado a 35
°C por 40 segundos. Pero el valor encontrado en esta investigacion esta por debajo de lo
reportado por Trigoso (2017), quien encontrd un promedio de 1811 millones/ml y a su
vez tampoco encontrd ninguna diferencia estadistica (p > 0,05) al evaluar la viabilidad de
los espermatozoides en semen fresco de bovinos refrigerados a -5 °C por 72 horas
utilizando dos dilutores (agua de coco y leche descremada) descongelados a 38.5 °C por

60 segundos.

En esta investigacion los valores promedios de viabilidad espermatica es decir el

porcentaje de espermatozoides vivos que se encontraron fueron de 65,10 a 77,10 % y
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22,91 a 34,90 % de espermatozoides muertos, tal como se muestra en la tabla 4; no
encontrdndose ninguna diferencia estadistica entre los tratamientos (p > 0,05). Estos
valores son similares a los reportados por Murphy et al. (2017) quienes encontraron
valores de 53.40 a 61.30% de viabilidad (espermatozoides vivos) al evaluar el efecto de
aumentar el tiempo de equilibrio del semen de toros Holstein diluido por 6, 24, 48y 72 h
a 4 °C antes de la congelacion sobre los parametros de calidad del espermay la tasa de
parto después de la inseminacién artificial, ademas encontraron una diferencia
significativa a (p < 0.01). los valores encontrados en este trabajo también son similares a
lo reportado por Trigoso (2017) quien encontro valores de 51 a 81 % de espermatozoides
vivos y 19 a 49 % espermatozoides muertos, quien a su vez tampoco encontré ninguna
diferencia estadistica (p > 0,05) al evaluar la viabilidad espermatica en semen fresco de
bovinos refrigerados a -5 °C por 72 horas utilizando dos dilutores (agua de coco y leche
descremada) descongelados a 38.5 °C por 60 segundos. Pero los valores que se encontrd
en esta investigacion estan por debajo de 75,98 y 78,23 % de espermatozoides vivos y
por encima de 21,77 a 24,02 % de espermatozoide muertos, valores reportados por
Anchatufia (2017), quien tampoco encontrd ninguna diferencia estadistica para esta
caracteristica de evaluacion (p > 0,05) al evaluar diferentes tiempos de equilibrio (2, 4, 8,
12, 16, 20 y 24 horas a 5 °C) sobre la calidad espermatica antes y después de la

congelacién del semen bovino de toros reproductores holstein friesian.

Los resultados encontrados en este estudio difieren de lo reportado por los autores antes
mencionado, debido a que hay factores ambientales, sanitarios, genéticos y ademas cada
ejemplar expresa sus caracteristicas reproductivas de forma individual, que influyen en la
calidad seminal de los sementales como la motilidad, concentracién y viabilidad
espermatica tal y como lo menciona Vallecillo (2011) al realizar una caracterizacion

reproductiva de toros de la raza marismefia para su conservacion.
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CONCLUSIONES

Los valores de motilidad de los espermatozoides evaluados después de los cuatro
tiempos de congelacion durante 3; 6; 9 y 12 horas, no mostraron diferencias
significativas (p > 0,05), indicando que los tiempos no fueron influyentes en este

parametro.

Los valores de concentracion de espermatozoides por mililitro, tampoco mostraron
diferencias significativas (p > 0,05) para los cuatro tiempos de refrigeracion,

indicando que tampoco fueron influyentes en este parametro.

Los valores de viabilidad espermatica en los cuatro tiempos de refrigeracion,
tampoco mostraron diferencias significativas (p > 0,05) para los cuatro tiempos de

refrigeracion, indicando que tampoco fueron influyentes en este parametro.

Los tiempos de refrigeracién evaluados en esta investigacion no tienen influencia
significativa en los parametros evaluados (porcentaje de motilidad, concentracién

y viabilidad espermatica), por lo que no se puede estimar el mejor tiempo.
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VI.

RECOMENDACIONES

Se debe realizar trabajos de esta indole mas periédicamente para poder identificar
los posibles factores que influyen en una calidad seminal, ademas se deberia utilizar
mas animales con caracteristicas similares para poder tener una informacion mas

representativa de la region.
Cuando se requiera hacer méas estudios de este carcter se deberia comparar los

tiempos de refrigeracion entre otras razas que se trabajen en la region y asi poder
identificar los tiempos que se adeclen para cada una.
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ANEXOS

Tabla5

Porcentaje de motilidad y concentracion espermatica a diferentes tiempos de

refrigeracion.

Tiempo de N Concentracion
] y Muestra Motilidad (%) ]
refrigeracion (horas) (millones/ml)

1 81,00 873,60
2 76,00 1427,10

T1

3 3 67,30 654,10
4 84,30 715,30
5 98,40 428,60
1 97,00 292,20
2 78,80 1440,90

T2

©) 3 86,10 1090,30
4 64,10 1248,20
5 95,80 1551,20
1 57,30 701,50
2 60,80 986,90

T3

) 3 94,20 1237,00
4 89,70 909,30
5 92,30 2199,50
1 89,70 1373,30
2 61,20 752,80

T4
3 79,30 827,60

(12)
4 78,60 1555,90
5 57,80 384,70
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Tabla 6

Analisis de varianza de la motilidad espermatica a diferentes tiempos de refrigeracion.

Gradosde Sumade Cuadrados

Fuente de Variacion F Valor P Valor
Libertad Cuadrados Medios
Tratamiento 3 329,15 109,72 0,53 0,67
Error 16 3304,75 206,55
Total 19 3633,91
Tabla 7

Analisis de varianza de la concentracion espermatica de a diferentes tiempos de
refrigeracion.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados

o _ ) F Valor P Valor
Variacion Libertad  Cuadrados Medios
Tratamiento 3 435067,73 145022,58 0,60 0,62
Error 16 3848620,91 240538,81
Total 19 4283688,64
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Tabla 8

Viabilidad espermatica a diferentes tiempos de refrigeracion.

Tiempo de refrigeracion Viabilidad espermatica (%)
(horas) Muestra Campo Vivos Muertos

1 83,05 16,95

1 2 75,00 25,00

T1 3 91,80 8,20

(3) 1 66,67 33,33

2 2 63,89 36,11

3 53,85 46,15

1 81,71 18,29

1 2 84,42 15,58

T2 3 83,78 16,22

(6) 1 28,57 71,43

2 2 75,76 24,24

3 36,36 63,64

1 75,00 25,00

1 2 80,00 20,00

T3 3 75,00 25,00

9) 1 75,00 25,00

2 2 70,00 30,00

3 71,43 28,57

1 77,78 22,22

1 2 79,59 20,41

T4 3 81,69 18,31

(12) 1 76,32 23,68

2 2 76,00 24,00

3 71,19 28,81
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Tabla9

Analisis de varianza de la viabilidad espermatica (porcentaje de espermatozoides vivos)

a diferentes tiempos de refrigeracion.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
o ) ) F Valor P Valor
Variacion Libertad Cuadrados Medios
Tratamiento 3 475,54 158,51 0,73 0,55
Error 20 4343,15 217,16
Total 23 4818,69
Tabla 10

Analisis de varianza de la viabilidad espermatica (porcentaje de espermatozoides

muertos) a diferentes tiempos de refrigeracion.

Fuente de Grados de Sumade  Cuadrados
o ] ] F Valor P Valor
Variacion Libertad  Cuadrados Medios
Tratamiento 3 475,54 158,51 0,73 0,55
Error 20 4343,15 217,16
Total 23 4818,69
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Figura 5: Sistema CASA, utilizado para la evaluacion de las diferentes caracteristicas en

estudio de esta investigacion.

Figura 6: Viabilidad espermatica observada en diferentes campos para contabilizar el

porcentaje de espermatozoides vivos y muertos.
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