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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de dos diluyentes y tiempo
de permanencia sobre la viabilidad del semen de bovinos mestizos lecheros.
Para ello se colectdé semen de tres toros reproductores de raza Gyropar (Gyr X
Pardo Suizo) de 36 meses de edad. Los tratamientos se organizaron en un
disefio DCA con arreglo factorial (3x2), siendo estos: T1: Toro 1 con Optixcell®;
T2: Toro 1 con Andromed®; T3: Toro 2 con Optixcell®; T4: Toro 2 con
Andromed®; T5: Toro 3 con Optixcell®; T6: Toro 3 con Andromed®. Las
variables a medir fueron: motilidad, normalidad y vitalidad a las 0, 12 y 24 horas,
mientras que Borde Apical Normal (NAR), Borde Apical Dafiado (DAR), Gota
Citoplasmatica (GCs) en semen fresco. Los resultados obtenidos fueron: en la
motilidad (p<0,05) se destaco la hora 0 en el T1 (91,25 + 2,50). La normalidad
(p<0,05), se obtuvo un mayor promedio a las O horas el T1 (82,50 + 6,57).
Mientras que en la vitalidad (p<0,05) el mayor promedio se alcanz6 en el T1
(97,00 £ 0,82). Las variables morfologicas presentaron diferencias estadisticas
(p<0,05); se destaco en las variables NAR en el T3 (94,00 £ 2,58); DAR el T4
(8,75 £ 2,99) y GCs el T6 (12,75 £ 4,43). Se concluye que la implementacién
Andromed® y Optixcell® no tiene efectos negativos sobre los parametros de
calidad morfolégicos e integridad estructural y funcional de la membrana
plasméatica y acrosomal del semen.

PALABRAS CLAVE

Andromed®, Optixcell®, Borde Apical Normal (NAR), Borde Apical Dafado
(DAR), Gota Citoplasmatica (GCs).
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the effect of two diluents and
residence time on the viability of semen from crossbred dairy cattle. For this,
semen was collected from three breeding bulls of the Gyropar breed (Gyr x Pardo
Suizo), 36 months old. The treatments were organized in a DCA design with a
factorial arrangement (3x2), these being: T1: Toro 1 with Optixcell®; T2: Bull 1
with Andromed®; T3: Toro 2 with Optixcell®; T4: Toro 2 with Andromed®; T5:
Toro 3 with Optixcell®; T6: Toro 3 with Andromed®. The variables to measure
were: motility, normality and vitality at 0, 12 and 24 hours, while Normal Apical
Edge (NAR), Damaged Apical Edge (DAR), Cytoplasmic Drop (GCs) in fresh
semen. The results obtained were: in motility (p <0.05), hour O stood out in T1
(91.25 * 2.50). Normality (p <0.05), a higher average was obtained at 0 hours on
T1 (82.50 = 6.57). While in vitality (p <0.05) the highest average was reached in
T1 (97.00 £ 0.82). The morphological variables presented statistical differences
(p <0.05); it was highlighted in the NAR variables in T3 (94.00 + 2.58); GIVE T4
(8.75+£2.99) and GCs T6 (12.75 + 4.43). It is concluded that the Andromed® and
Optixcell® implementation does not have negative effects on the morphological
quality parameters and the structural and functional integrity of the plasma and
acrosomal membrane of the semen.

KEY WORDS

Andromed®, Optixcell®, Normal Apical Edge (NAR), Damaged Apical Edge
(DAR), Cytoplasmic Drop (GCs).



CAPITULO I. ANTECEDENTES
1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

En el Ecuador se puede evidenciar que un gran sector rural ha sido
acondicionado para el desarrollo de la actividad ganadera.

De acuerdo con el INEC (2017) reporta que en el afio 2016, la produccion
ganadera bovina en Ecuador tuvo un incremento cercano al 0,30% en relacion a
los datos del 2015, donde se observa en la Sierra se encuentra la mayor cantidad
de bovinos un 50% aproximadamente del total de vacunos a nivel nacional, luego

se encuentra la Costa con 40% y el Oriente con 10%.

Muchas pueden ser las causas que produzcan esta reduccion en la tasa anual
de crecimiento de esta actividad, no obstante, se identifican como causas
principales el error humano debido a la falta de tecnificacion de pequefios
productores, el cual juega un papel definitivo en el desarrollo de protocolos
técnicos que determinen de la calidad seminal de los sementales, debido muchas
veces a que la gran mayoria de productores no saben hacer una evaluacion de
semen bovino de una manera profesional y técnica ya que han aprendido las
practicas del oficio por medio de la ensefianza de sus progenitores (Aglero,
2012).

Campero (2002) afirma que una de las causas principales en el déficit
encontrado en los sistemas reproductivos se debe a problemas en el tracto
reproductivo de hembras, por lo que se encuentran fallas que bajan el indice de
prefiez, por lo que se retos de salubridad se convierten en un limitante al

momento de querer mejorar las condiciones productivas del hato.

En la actualidad se vienen realizando practicas que coadyuvan a mejorar la
calidad del semen, que redunde en la crioconservacion y con esto garantizar un
semen bovino para la realizacion de la técnica de inseminacion artificial. De alli
surge la necesidad de realizar andlisis de explotacién fisica y sanitaria, ademas
de la evaluacidén basica macroscépica y microscopica del eyaculado, tal como

han referido (Moron y Moron, 2015).



Con estos antecedentes se hace necesario conocer los diluyentes que pueden
contribuir a la eficiencia del semen, sin que se pierda su viabilidad; por lo que

surge la siguiente interrogante:

¢, Cudl es el diluyente que garantiza la viabilidad y vitalidad del semen fresco y

refrigerado de bovinos mestizos lecheros?



1.2. JUSTIFICACION

La actividad ganadera, es una actividad generalizada y desarrollada en todas las
regiones del territorio ecuatoriano, en la actualidad esta actividad econ6mica es
considerada como un pilar fundamental en el desarrollo socioeconémico del
sector rural, la misma que garantiza la aplicabilidad del concepto de la seguridad

alimentaria.

De acuerdo a la FAO (2011), el manejo de los animales, sistemas de
alimentacion y procesamiento de productos derivados de origen animal, son
factores que intervienen de manera directa en la seguridad alimentaria, ya que
el adecuado manejo de alimentos, junto al accesible costo de estos hacen que
el consumidor pueda compensar las necesidades nutricionales a través de

productos de primera, sin repercutir en su salud.

Por otra parte, entre los aspectos fundamentales que afectan la productividad y
rentabilidad de pequefios productores a nivel rural se encuentra, el bajo
desarrollo técnico relacionado con el cumplimiento de protocolos vinculados con
la evaluacion de semen bovino el cual tiene como objetivo mejorar la tasa de
concepcion en vacas, adicionalmente las fallas en la deteccion de celos del
animal y la falta de tecnificacion relacionada con la inseminacién artificial en

pequefios productores.

Esta investigacion proporciona importante informacion relacionada con el
porcentaje de variabilidad en la concentracion de un eyaculado en toros mestizos
lecheros en funcién de los diferentes métodos de conservacion del semen,
siendo relevante conocer aspectos como la motilidad la cual es uno de los
parametros de la analitica seminal, cuyos aspectos pueden contribuir al

incremento de la productividad de este sector.

De otra parte, es relevante el estudio porque generaria planes en la actividad

ganadera para el logro de una mejor productividad.



1.3. OBJETIVOS
1.3.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de dos diluyentes y tiempo de permanencia sobre la viabilidad

del semen de bovinos mestizos lecheros.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar la motilidad, normalidad y vitalidad de los diluyentes (Andromed® y

Optixcell®) de semen fresco y refrigerado en los tiempos 0,12 y 24 horas.

Valorar la integridad estructural y funcional de la membrana plasmatica y

acrosomal del semen fresco bovino.

1.4. HIPOTESIS
Los diluyentes (Andromed® y Optixcell®) contribuyen la viabilidad y la integridad
estructural y funcional de la membrana plasmatica y acrosomal del semen bovino

mestizos lecheros y por ende la mejora de la calidad del mismo.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. EVALUACION DE SEMEN

La reproduccion del ganado bovino es una de las actividades que tiene un alto
valor genético y compone una parte importante en la produccion de animales,
por ello, al obtener un macho reproductor dentro de ganaderias, es importante
tener en consideracion el punto de vista reproductivo, productivo y saludable de
este, donde debe cumplir con tres requisitos basicos: buena libido, buen estado
clinico reproductivo y buena calidad espermética. Las caracteristicas del semen,
es el factor que certificara de la aptitud reproductiva del macho (Morillo et al.,
2012).

Para que el semen de bovinos sea considerado viable, las células espermaticas
deben de contar con caracteristicas fecundantes como: motilidad progresiva,
morfologia normal, metabolismo energético activo, capacidad para desarrollar
una motilidad hiperactivada, integridad estructural y funcionalidad de la
membrana, integridad de las enzimas asociadas con la fecundacion, capacidad

de penetracion y transferencia 0ptima del material genético (Hidalgo et al., 2005).

El nimero de células espermaticas es uno de los factores que intervienen en el
proceso de fecundacion, cuando sus caracteristicas reproductivas son idéneas.
La concentracion de espermatozoides por eyaculado, varia entre reproductores,
sin embargo, es importante conocer la carga de células por eyaculado, ya que
de esto dependera el nimero de dosis para la posterior inseminacion a vacas
(Hidalgo et al., 2005).

El manejo de retos sanitarios en ganaderias bovinas, puede ser uno de los
elementos que pueda afectar la calidad seminal de machos reproductores, al
igual que el manejo de muestras, estos factores pueden desencadenar focos
infecciosos que alteren la normal reproductividad en el hato. Por esta razon,
muchas explotaciones toman correctivos con el manejo sanitario de animales en
productividad y en los debidos casos descartarlo bovinos del sistema productivo
del cual haga parte, por ello se recomienda reducir los factores que puedan
alterar la calidad seminal en toros (Lozano, 2009).



Lozano (2009) afirma que estas la evaluacion seminal es una de las técnicas
mas importantes en la industria porcina, ya que es un punto especifico en el
proceso de la inseminacion artificial, debido a que el material seminal del animal
pasa por una serie de evaluacién que dara como resultado una buena calidad de
semen. La morfologia espermatica es utilizada como indicador de la habilidad de
los espermatozoides para sobrellevar los procesos de congelado vy

descongelado.

Paez y Corredor (2014) reportan que los estudios de andrologia en machos
bovinos tienen como objetivo la exploracion, e investigacion de cualquier
aspecto relacionado con la funcion sexual y reproduccién masculina, con el fin
de conocer el estado reproductivo de los toros, para lo cual se trabaja con
muestras de semen, que por medio de analisis rutinarios de laboratorio, pueden
esclarecer la viabilidad y valoracion del material; por ello es considerado como

un método rapido y econdémico de evaluar la calidad seminal.

Estos estudios de laboratorio realizados a muestras seminales de toros se
realizan a través de analisis rapidos, que consisten en pruebas macroscopicas y
microscopicas, donde se evallan las caracteristicas de forma subjetiva, las
cuales son variadas dependiendo del macho reproductor y la experiencia del ojo

clinico que evalua (Paez y Corredor, 2014).

Lozano (2009) afirma que el trabajo humano cumple con un rol importante en la
seleccion del material seminal adecuado de los sementales, razon por la cual, se
hace necesario unificar criterios mediante el uso de equipos computarizados que
permitan ser mas objetivos en la evaluacién seminal, ademas de brindar mayor
namero de parametros de evaluacion, tales como: velocidad del espermatozoide,
tamano de la cabeza y del flagelo, entre otros, los cuales no se evallan de forma
rutinaria por lo complicado y laborioso de su valoracién, parametros que de forma
directa tipifican un eyaculado, permitiendo conocer la calidad del semen de forma

mas apropiada, objetiva y repetible.

Aguero (2012) indican, que el analisis microscopico del semen permite la
evaluacion de la movilidad, la vitalidad, la concentracion y la morfologia de los

espermatozoides, a la vez que se investiga la presencia de células y/o elementos


https://es.wikipedia.org/wiki/Investigaci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Sexualidad_humana
https://es.wikipedia.org/wiki/Reproducci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Masculina

acompafantes diferentes de espermatozoides, como los leucocitos, células de

la progenie espermatica, células inflamatorias, bacterias y cristales.

La evaluacion de la motilidad de los espermatozoides es una caracteristica
subjetiva al momento de ser evaluada en el semen de sementales. Sin embargo,
los resultados de esta variable varia dependiendo el laboratorio donde se realice
el analisis. Este examen es asistido por computadora (CASA= Compu-ter
Assisted Semen Analysis) la cual colabora con un mayor nivel de confianza en
los resultados por su sofisticacion en la evaluacion de la movilidad (Rodriguez et
al., 2016).

2.1.1. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

Durante el proceso de evaluacion macroscoépica el semen bovino presenta
distintas caracteristicas, asi por ejemplo el volumen, la densidad de
espermatozoides, el color y olor (Aguero, 2012).

2.1.1.1. VOLUMEN

El eyaculado de sementales se mide en ml (mililitros), se puede leer a través de
tubos recolector graduado. Normalmente dicho valor, para el eyaculado de toros,
es de aproximadamente 2 ml en animales jévenes y en animales adultos = a 4

ml, llegando hasta 12 ml (Rodriguez et al., 2016).

Se comprob6 mediante observacion directa al tubo de ensayo graduado. No se
considera las burbujas de aire sobre la superficie del semen (Cabrera y Pantoja,
2012).

2.1.1.2. COLOR

Esta caracteristica se evalla por medio de la visualizacién en el laboratorio. El
color del eyaculado depende del contenido de riboflavina, siendo normalmente
desde blanquecino marfil hasta amarillento. Una coloracion rojiza, indica la
mezcla con sangre fresca; si el color es pardo, indica la presencia de sangre mas
vieja (hemolizada), denomindndose ambos tipos como hemospermia. Una

coloracion gris indica contaminacion (Cabrera y Pantoja, 2012).



El color idéneo es blanco cremoso a blanco lechoso. El aspecto se determind
por el grado de opacidad, variando de denso cremoso a denso acuoso (Cabrera
y Pantoja, 2012).

2.1.1.3. OLOR
Las muestras de semen recolectadas higiénicamente, de toros sanos y fértiles,

tienen un débil olor sui géneris (Paez y Corredor, 2014).

2.1.1.4. ASPECTO

Por aspecto del semen se entiende su consistencia normal y color. El aspecto
depende del nimero de espermatozoides/mm3, de los componentes de
secrecion de las glandulas accesorias y de eventuales agregados como: sangre,
pus, células epiteliales y contaminacion externa (Rodriguez et al., 2016).

2.1.1.5. DENSIDAD MACROSCOPICA

El conocimiento de la fertilidad o de la capacidad fecundante de cada toro es uno
de los principales objetivos en la produccion de semen bovino. De una cuidadosa
valoracion de la fertilidad dependera la utilizacion futura del material seminal y el
grado de aprovechamiento de los eyaculados obtenidos a lo largo de su vida
reproductiva. Es decir, las dosis producidas por eyaculado estan en funcion del
n° de espermatozoides viables y, en definitiva, de su mayor o menor rentabilidad
(Moron y Moron, 2015).

El nimero de células espermaticas por eyaculado tiene variaciones dependiendo
la especie, edad, raza, estado fisiologico del individuo, método de recoleccion,
estado nutricional, frecuencia de la recoleccidn, excitacion sexual, época del afio
y peso vivo del animal y con el volumen total del semen recolectado (Aguero,
2012).

Almela (2014) sefiala que, en el caso de los bovinos, la densidad macroscopica

se clasifica en:
Azoospérmico: ausencia de espermatozoides en el eyaculado.

Oligozoospérmico: < 200 millones espermatozoides/ml.



Ralo: 200-500 millones espermatozoides/ml.
Semi-denso: 500—-800 millones espermatozoides/ml.
Denso: 800 —1500 millones espermatozoides/ml.
Densisimo: = 1500 millones espermatozoides/ml.

Es un dato subjetivo que se refiere a la motilidad de la masa como resultado del
movimiento conjunto de los espermatozoides. En el eyaculado de los rumiantes,
dada su elevada concentracién espermatica, se puede valorar la motilidad masal,
definida como movimientos en ondas y remolinos del total de espermatozoides

de la muestra (Curbelo y Rodriguez, 2013).

Hidalgo et al. (2005) recalcan que la fertilidad de un toro usado en IA, entre otras
razones, dependera basicamente del nimero de espermatozoides normales que

se utilicen al inseminar.

2.1.2. CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS
Las caracteristicas microscopicas a evaluar en el semen de bovinos son:
motilidad masal, motilidad individual, vitalidad, morfologia, concentracion

espermatica.

2.1.2.1. MOTILIDAD MASAL

Por movimiento de masa se entiende, el movimiento en onda de todos los
espermatozoides, observado en los eyaculados densos. Para su evaluacion se
toma una gota del semen a examinar (gota de semen integro) con una pipeta, se
coloca la gota sobre un portaobjeto a 37°C y se observa en campo claro

(aumento 10X), sin colocar el cubreobjeto (Moron y Moron, 2015).

Rosemberger (1981) afirma que el nivel de movilidad en masas se puede

representar a través de la siguiente escala::

+ + + +: Cuando los espermatozoides tienen una actividad muy buena (torbellinos

muy activos con ondas de células apreciables).
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+ + +: Espermatozoides con buena actividad (torbellinos apreciables, pero con

menor intensidad).

+ +: Células espermaticas con una actividad regular (poca presencia de

torbellinos de células y con menor frecuencia que la anterior).

+: Deficiencia de actividad en los espermatozoides, sin presencia de torbellinos

y sin ninguna intensidad.
- . Las células espermaticas no presentan ninguna actividad, ni movimientos.

2.1.2.2. MOTILIDAD INDIVIDUAL

Las células espermaticas tiene dos partes estructurales que se pueden
diferencias: la cabeza del espermatozoides, que tienen como principal funcién el
guardar la informacion genética y el mecanismo necesario para la penetraciéon
del ovocito, y por otra parte, tenemos la cola del espermatozoide, la cual esta
encargada de darle la movilidad necesaria a la celular para que esta pueda
transportarse. En los mamiferos esta parte de la célula estd conformada por

varios componentes funcionalmente dependientes (Avalos et al., 2018).

Existe una variabilidad entre los componentes tanto de forma como de tamaiio,
segun la especia, sin embargo, la estructura de estas es muy similar. La cola del
espermatozoide puede dividirse en cuatro porciones anatomicas: el cuello o
pieza de union, la pieza intermedia, la pieza principal, y el segmento o0 pieza
terminal, todas ellas rodeadas por una membrana plasmatica comuan (Intriago y
Vargas, 2019).

La motilidad individual de una muestra de semen se expresa como el porcentaje
de células maviles bajo un campo microscopico. Esta prueba de la motilidad
debe hacerse con la ayuda de un microscopio Optico (aumento 100X) a una
temperatura de 37°C. El semen no diluido, esta demasiado concentrado como
para hacer la determinacion exacta de la motilidad individual, por lo cual se diluye
con una solucién isoténica de NaCl- al 0,9%, para poder observar

individualmente a los espermatozoides (Muifio, 2006).
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2.1.2.3. VITALIDAD

El procedimiento mas habitualmente utilizado para la valoracion de la vitalidad
son las técnicas de tincion vital que permiten diferenciar los espermatozoides
vivos de los muertos debido a la permeabilidad de la membrana plasmatica a los
colorantes vitales; por lo tanto, aquellas células que presentan una membrana
plasméatica funcional no permiten el paso del colorante, mientras que si esta

alterada el colorante penetra en el interior de la célula (Puelles, 2019).

Para realizar el procedimiento se toman 4 ul de la muestra con espermatozoides
y se mezclan con 4 pl de solucion de eosina al 0,5 % mezclando suavemente y
permitiendo la tincién por dos minutos. Se realiza la observacién en aumento de
40X en diferentes campos para observar espermatozoides con una coloracion
rojiza aquellos que hayan perdido la permeabilidad celular y se consideran
muertos y por otra parte aquellos sin coloracion indicando que conservan la
permeabilidad y se consideran como vivos. Se cuentan al menos 100
espermatozoides en total, haciendo la diferencia entre vivos y muertos y de esta

manera se determina el porcentaje de vitalidad (Avalos et al., 2018).

2.1.2.4. MORFOLOGIA

La morfologia esta estrechamente relacionada con la motilidad espermatica en
forma mas directa, y se mide en porcentaje de espermatozoides con defectos de
morfologia. Se necesita, al menos, un buen porcentaje de espermatozoides
moviles y de ellos se espera que entre 70 a 80% posea morfologia normal

(Sanchez y Zamora, 2016).

La morfologia se evalla de la siguiente manera: se coloca una gota de
aproximadamente 20 uyl de semen diluido sobre un portaobjetos limpio y
desengrasado y se coloca una gota de colorante, se realiza el frotis en forma
firme y pareja. Luego de esperar, por lo menos 10 min, para el secado del frotis,
se coloca en el microscopio y se procede a contar los espermatozoides. Se
cuentan 200 espermatozoides por muestra para determinar el porcentaje de
espermatozoides normales, el porcentaje de espermatozoides andmalos y de
éstos cuales poseen atipias de tipos primarias y secundarias (Hidalgo et al.,
2005).



12

Atendiendo a una clasificacion estrictamente morfoldgica, las anomalias que
puedan generarse se clasifican en anomalias en la cabeza, en el tracto
intermedio y en la cola. Segun el 6rgano donde pueden haberse generado

diferenciamos las anomalias primarias y secundarias (Gomez, 2014).

Benitez et al. (2018) afirman con el fin de descartar toros que no son aptos
reproductivamente, se realizan analizan de muestras espermaticas, donde se
puede hacer una revision exhaustiva de los animales que continuaran realizan
Su servicio o0 ser colectados para posteriores inseminaciones. De la misma
manera, se realizan exadmenes macroscopicos Y fisiolégicos al animal donde se
valora la funcionalidad de los testiculos, epididimos y glandulas accesorias, por

lo que siempre deben estar incluidas en las pruebas de evaluacion espermatica.

2.2. FISIOLOGIA DEL APARATO REPRODUCTOR DEL TORO

Cuando se utiliza la inseminacion artificial, y se opta por solo adquirir semen, no
tiene necesidad de trabajar con los toros, sin embargo, si se cuenta con ellos y
se explotan, es muy util tener un conocimiento general sobre la anatomia de los

organos genitales masculinos (A.B.S., 1986 citado por Pfister, 2007).

Desde el punto de vista embrioldgico, el aparato reproductor esta en estrecha
relacion con el sistema urinario, considerado bajo una sola unidad con el titulo
de sistema urogenital y esta constituido por: testiculos, epididimo, conducto
deferente, escroto, cordén espermatico, conducto inguinal, glandulas sexuales
accesorias, ampollas, vesiculas seminales, glandula prostética, glandulas bulbo
uretrales conocidas como de Cooper, pene, prepucio y musculos de los genitales
masculinos, este conjunto cuenta de un riego e inervacion propios de los

genitales masculinos (Frandson y Spurgeon, 1995).

A diferencia de la vaca, algunos de los érganos genitales masculinos estan
colocados en el exterior de la cavidad corporal, y los acontecimientos fisiolégicos
de estos organos reproductores, estan controlados por un complicado sistema
endocrino comandado por estructuras que se encuentran en la base del cerebro
(Sisson y Grosman, 1982; Cruz et al., 2003 citado por Pfister, 2007).
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En los testiculos, se lleva a cabo la espermatogénesis, asi como la produccion

de la testosterona (Frandson y Spurgeon, 1995).

Pfister (2007) indica que las células espermaticas maduran dentro del epididimo,
que es una estructura formada por conductos enroscados apretadamente y
adheridos a los extremos y lados de los testiculos. Un conducto mayor, llamado
vos deferens, o conductos deferentes, conduce el semen del epididimo a las
proximidades del cuello de la vejiga, donde se expande vesiculas seminales de
aqui otro conducto se une a la uretra que, a través del pene, proporciona un paso

comunal para la orina y el semen.

Los espermatozoides son descargados hacia la uretra, como parte del proceso
llamado eyaculacién. Y a medida que las células espermaticas entran en la uretra
durante la eyaculacién, hay varias glandulas accesorias que entran en accion
(vesiculas seminales, préstata, glandulas bulbouretrales) que producen un fluido
para protecciéon de los espermatozoides y ambos, el liquido seminal y los

espermatozoides, constituyendo lo que se conoce como semen (Trejos, 2009).

Sin embargo, este fluido no es absolutamente necesario para la fecundacion si
el PH del conducto genital femenino no es demasiado acido. En condiciones
experimentales, los espermatozoides obtenidos del testiculo o del epididimo,

mezclados con medios artificiales, pueden lograr la concepcion (Gémez, 1997).

Se requieren unos 70 dias desde que los espermatozoides comienzan a

formarse en los testiculos hasta que son finalmente eyaculados (Gil et al., 2007).

2.3. CRITERIOS EN LA SELECCION DEL SEMENTAL

La produccion lechera del ganado bovino es producto de una compleja
interaccion entre la informacion Genética del animal y el medio de crianza. El
control genético de la produccion lechera estéa determinado por un gran niumero
de genes (poligenes) que controlan todo el proceso en sus diferentes niveles. La
capacidad de produccion lechera, asi como toda la herencia genética es
transmitida de los padres a los hijos, cada padre aporta un 50%, de la

configuracion genética del hijo (Campos et al., 2015).
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Lo que significa que de padres poco productivos obtendremos hijos poco
productivos, de padres excelentes productores obtendremos hijos excelentes vy,
lo mas importante, de una madre poco productiva y de un padre excelente
productor obtendremos hijos mejores (mejorados). Este es el objetivo real de la
mejora genética, que cada generacién sea mejor que la anterior, que los hijos
sean mejores que los padres. En otras palabras, obtener ganancia genética en

cada generacion (Blanco, 2003).

2.4. DILUCION, EMPAQUETADO, CONGELACION Y
ALMACENAMIENTO DEL SEMEN

2.4.1. LA DILUCION

De acuerdo a Damas (2010) menciona que los diluyentes espermaticos son
sustancias que tienen la capacidad de aumentar el volumen del eyaculado y
generar un medio de sobrevivencia, estos protegen a los espermatozoides
durante las fases de enfriamiento descongelacion y congelacion, también
proporcionan una especie de tampon que protegen a la célula de cambios brusco

de temperatura.

Los diluyentes se clasifican por ser de larga, media y corta duracién, pero
algunos autores mencionan que el tiempo de conservacion es relativo debido a
que existen factores que afectan directo a la capacidad de conservacion del
diluyente (Damas, 2010).

Por otra parte, Giraldo (2007) menciona que eyaculado diluido y envasado en
pajillas de 0,50 ml, con concentracion de 25 x 106 espermatozoides congelado
con nitrégeno con una temperatura de entre 5 °C a 0 °C en un minuto y
descongeladas a 37 °C en termo des congelador, por espacio de 15 segundos,
para luego hacer las evaluaciones respectivas, es uno de los procedimientos
comunmente realizados y que el andlisis de estos no interfiere con las

caracteristicas espermaticas.

Al lapso de 4 horas post dilucion se puede evaluar caracteristicas seminales
propias de las células, donde se muestran los valores en porcentaje de motilidad,
vitalidad y otras caracteristicas de semen diluido, por dilutores y post-

descongelamiento en comparacion con los dilutores TRILACYL y C-Y, en ese
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sentido el dilutor T-G-Y es la mejor opcién para prevenir dafios en los
espermatozoides durante su proceso de criopreservacion, lograndose mayores
tasas de fertilidad al momento de realizar la inseminacion artificial (Ramos et al.,
2017).

2.4.2. CONGELACION

La actualizacién de nuevos métodos de implementacion de semen congelado,
ha sido uno de los factores que ha masificado el uso de ellos en protocolos de
inseminacion artificial, dado se puede aprovechas a los machos reproductores y
conservar machos de alta calidad genética a través de la congelacion de semen;
sin embargo, las tasas de concepcion al primer servicio son todavia
relativamente bajas. El nivel de fecundacién se ve relacionado con la capacidad

que tiene la célula espermética de fertilizar (Cabrera y Pantoja, 2012).

De acuerdo a la investigacion de Campos et al. (2015) para lograr un proceso de
congelacion de semen, se debe adecuar con rejillas o gavetas con agua a una
temperatura aproximada de 20 °C y posterior a ello ser introducidos en un
congelador a 5 °C por lapso de tiempo de 20 horas. En casos de no alcanzar la
temperatura de congelacion (5 °C), se recomienda implementar hielo o gel

helada para lograr la temperatura adecuada.

Mediante vapores de nitrégeno liquido, se disminuye la temperatura, por un lapso
de 7 minutos, donde el semen es introducido a un tanque hasta llegar a -196 °C
en tanques de nitrégeno (tanques criogénicos), asi lo realiza el Banco Nacional
de Semen. Una vez que se vaya a utilizar las pajillas, estas son introducidas en
agua con una temperatura de 36 °C, para su posterior descongelacion por 22

segundos y lego son secadas con papel toalla (Cabrera y Pantoja, 2012).

Cabe mencionar que el manejo de las muestras o pajillas deben de ser regidas
por un estricto nivel de salubridad, ya que la presencia de agentes contaminantes
puedes alterar las células espermaticas influyendo en las caracteristicas

microscopicas (motilidad, vitalidad, aglutinacion, entre otras).
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2.4.3. EL SEMEN REFRIGERADO

Giraldo (2007) afirma que la investigacion en el sector reproductivo bovino ha
ejercido mucha demanda debido a los exitosos resultados que se han obtenido,
la inseminacion artificial (IA) es uno de ellos, llegando a convertirse en uno de
los métodos biotecnolégicos con mayor difusidbn entre las explotaciones

ganaderas.

Esta posee una gran aceptacion dentro del sector pecuario debido a al avance
genético poblacional y un costo reducido. Sin embargo, uno de los limitantes de
esta técnica biotecnoldgica es la calidad del material seminal dentro del
programa de IA, donde debe incluirse el déficit de combate frente a retos
sanitarios y la calidad biol6gica evaluada mediante parametros como la motilidad

y la morfologia (Puelles, 2019).

Sin embargo, la baja eficiencia en la deteccion de celo debido al manejo
extensivo que se le presta los hatos de cria, hace que la tasa de prefiez por
inseminacion artificial sea afectada de forma negativa, obligando a productores
y profesionales a buscar diferentes alternativas que mejoren los resultados
reproductivos, investigaciones sobre la dindmica folicular han permitido que
aparezcan nuevos protocolos de sincronizacién de celo y ovulacion, sin embargo
los resultados obtenidos en vacas Bos Indicus no son los mejores con respecto

a vacas Bos Taurus (Komafiski et al., 2015).

La Torre (2001) indica que la utilizacion de semen refrigerado en un programa
de Inseminacién Artificial a Tiempo Fijo (IATF), permite mejorar la tasa de prefiez,
debido al poco estrés sometido y a la larga viabilidad en el tracto reproductivo,
que responde de manera satisfactoria a fallas en la sincronia del celo con la

ovulacion.

La tasa de prefiez (TP) lograda en cada ciclo elegible es, en ultima instancia,
quien determinara la distribucién de los intervalos entre partos de todas las vacas
del hato, la Tasa de Prefiez nos indica qué porcentaje de las vacas elegibles que
hay en cada ciclo, resultan gestantes durante dicho ciclo. Alto porcentaje de
vacas ciclando. No mas de 15% de vacas en anestro. Alta eficiencia en la
deteccién de celos. Se busca como meta un 65% minimo (Cavazos, 2014).
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De esta forma, son necesarias mas investigaciones en lo que se refiere al uso
de semen refrigerado en la IATF, debiendo evaluarse diferentes tipos de
diluyentes, a dosis inseminante ideal, asi como el tiempo de refrigeracion, para
que los resultados proporcionen mayores tasas de prefiez y asi pudiendo
demostrar que esta técnica puede ser una excelente opcién, eficiente y practica
(Maqueda, 2018). La integridad de la membrana plasméatica de las células
espermaticas se ve relacionada con el estrés oxidativo de los espermatozoides,
este Ultimo hace referencia al desgaste que sufre la integridad de todos sus
compuestos estructurales y fisioldégicos (INITRA, 2014).

La pérdida de las funciones de los espermatozoides, las capacidades
fecundantes por la aparicion de muchas cantidades de oxigeno podrian afectar
estas membranas ocasionando dafios como hinchamiento y disrupcién de las
mismas, cambios en la fluidez, alteracion del flujo de calcio y cambios en la
actividad enzimatica (Cabrera y Pantoja, 2012). La IA depende de multiples
factores, uno de los principales es la calidad seminal, utilizada para estimar la
capacidad fecundante (INITRA, 2014).

Ibafiez et al. (2016) afirman que se refrigeraron las muestras a 5 °C hasta su uso
al dia siguiente (12-15 horas de conservacion). Los vientres fueron sincronizados
con dispositivos intravaginales a base de progesterona. El diagnéstico de
gestacion se realizé mediante ultrasonografia entre dias post IATF. En este
trabajo, el porcentaje de prefiez obtenido utilizando semen fresco (66,10%) fue

mayor que el logrado con el semen congelado/descongelado (55,20%).

La revision de literatura abordada permitira tener una vision de manera general
y particular con respecto a los diluyentes y tiempos de permanencia y el
comportamiento de las células espermaticas en la integridad estructural y

funcional de la membrana plasméatica y acrosomal.

2.5. EVALUACION Y ALTERACION QUE AFECTAN LA
MORFOLOGIA DEL ACROSOMA

El acrosoma es una vesicula secretora derivada del aparato de Golgi, tiene
enzimas proteoliticas como son la acrosina y hialuronidasa estan resguardadas

por la membrana acrosomal y son las responsables de la digestién de cimulos
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Oophurus y zona pelucida del Ovocito, esta se encuentra en la cabeza del
espermatozoide como un capuchon. La presencia de alteraciones del acrosoma
depende del estado de fertilidad que se encuentra el animal, esto hace que la
revision del acrosoma sea mas relevante al momento de la evaluacion (Intriago
y Vargas, 2019).

El dafio del acrosoma esté relacionado al proceso de fecundacion y al proceso
de envejecimiento de la célula espermatica, cabe recalcar que también se
producen dichos dafios por el choque térmico donde se expone el material
seminal para las distintas evaluaciones (Intriago y Vargas, 2019).

Para la evaluacion del acrosoma se considera algunos grupos de alteraciones
que pueden influir en el rendimiento de los espermatozoides entre estos 13
tenemos: NAR (Normal Apical Ridge), DAR (Damaged Apical Ridge), MAR
(Missing Apical Ridge) Y LAC (Loose Apical Cap). Este criterio de evaluacion fue
descrito por Osorio et al. (2007), siendo el Borde Apical Normal (NAR) que se
caracteriza por tener el acrosoma intacto, Borde Apical Dafiado (DAR) que
presenta un desprendimiento en la parte posterior del borde apical y dejandolo

ver como un acrosoma irregular.

Las técnicas que se deben emplear para evaluar la integridad del acrosoma
segun Gomez (2014) deben de ser exactas y confiables, donde para su
valoracion deben de ser evaluadas un pequefio nimero de células donde sean
aptas de facilitar la diferenciacion entre cada una de las anormalidades que
existen. Para realizar esta técnica se maneja un microscopio de contaste 100X

con una solucién fijadora de glutaraldehido al 2%.



CAPITULO Ill. DESARROLLO METODOLOGICO
3.1. UBICACION

La siguiente investigacion se realizo en la Hacienda “El Dorado” ubicada en el
Canton El Carmen, Provincia de Manabi en el sitio Agua Sucia, situado
geograficamente entre las coordenadas 79° 28’ 45" latitud sur; 99° 98’ 71"

longitud oeste y una altitud de 167 msnm.

3.2. CONDICIONES CLIMATICAS
Las caracteristicas climaticas en el sitio Agua Sucia ubicada en el Canton El

Carmen de la Provincia de Manabi son:

Cuadro 3.1. Condiciones climaticas promedios de los Ultimos cinco afios.

Variables Valor
Precipitacién media anual 996,7 mm
Temperatura media anual 258°C

Humedad relativa anual 82,1 %

Heliofania 92,7 horas al afio

Evaporacion media anual 1353.4 mm

Fuente: Weather Spark, (2020).

3.3. DURACION
La presente investigacion tuvo una duracion de seis meses, con la siguiente
distribucion: a nivel de campo tres meses y se emplearon tres meses para la

tabulacion, ordenamiento y preparacion del material investigativo.

3.4. FACTORES EN ESTUDIO

Toros (3) de raza Gyropar de 36 meses de edad
Diluyentes (Andromed® y Optixcell®)

3.5. TRATAMIENTOS
Para la evaluacion del efecto de los toros utilizados y diluyentes con los tiempos

de permanencia (0, 12 y 24 horas), en estos ultimos, para conocer la viabilidad
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espermatica del semen, se realizé de acuerdo con los siguientes tratamientos,

donde se obtuvo la siguiente distribucion:

Cuadro 3.2. Tratamientos

TRATAMIENTOS Factor A (Toros) Factor B (Diluyentes)
T Toro 1 de raza Gyropar de 36 meses Optixcell®
T2 Toro 1 de raza Gyropar de 36 meses Andromed®
T3 Toro 2 de raza Gyropar de 36 meses Optixcell®
T4 Toro 2 de raza Gyropar de 36 meses Andromed®
T5 Toro 3 de raza Gyropar de 36 meses Optixell®
T6 Toro 3 de raza Gyropar de 36 meses Andromed®

3.6. DISENO EXPERIMENTAL

El experimento se organizé a través de un Disefio Completamente al Azar con

arreglo de tratamientos factorial 3 x 2. Siendo el Factor A los toros (Tres toros de

raza Gyropar de 36 meses de edad y promedio de peso vivo de 370 kg) y el

Factor B los diluyentes (Andromed ® y Optixcell ®), generando seis tratamientos,

repetidos cuatro veces. Siendo el siguiente modelo estadistico utilizado:
Yij= V1 +ai+ Bj+aﬁji+£,-]-
Donde:

Y;; = Representa la ij —ésima observacion en el i-ésimo nivel del factor Ay j-

ésimo nivel del factor B
1 = Media general
a; = Efecto del i-ésimo nivel del factor A (Toros); i=1,2y3

p; = Efecto del j-ésimo nivel del factor B (diluyentes); j=1y2

ap;; = Efecto de la interaccion del i-ésimo nivel del factor A con el j-ésimo nivel

del factor B

&;j = Error Experimental
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3.7. ADEVA
Cuadro 3.3. Esquema de ADEVA
Fuente de Variacion Grados de Libertad
Tratamientos 5
Factor A (Toros) 2
Factor B (Diluyentes) 1
Interaccion A x B (Toros x Diluyente) 2
Error Experimental 12
Total 17

3.8. UNIDAD EXPERIMENTAL
Se consideré como unidad experimental a cada toro, lo que totaliz6 3 unidades

observacionales.

3.9. VARIABLES A MEDIR
3.9.1. VARIABLES INDEPENDIENTES

Toros (Tres toros Gyropar de 36 meses de edad)
Diluyentes (Andromed®, Optixcell®)

3.9.2. VARIABLES DEPENDIENTES

Motilidad (%)

Normalidad (%)

Vitalidad (%)

Borde Apical Normal (NAR)
Borde Apical Dafado (DAR)

Gota Citoplasmatica (GCs)

3.10. ANALISIS ESTADISTICO
La variabilidad de las observaciones en las distintas variables de la investigacion
se estudiaron a través del andlisis de varianza. Previamente se comprobaron los

supuestos de homogeneidad de varianza (Test de F) y normalidad de los errores
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(Prueba de Shapiro-Wilks). Las variables que no cumplieron con los supuestos

antes mencionados, fueron analizadas por la via no-paramétrica (Kruskal Wallis).

De existir diferencias a nivel de los factores o la interaccion se realizara
comparaciones de medias de rango multiples, por medio de la técnica de Tukey
al 5%.

Al mismo tiempo, se procedio al analisis descriptivo de las variables: medidas de
tendencia central (media) y dispersion (error estandar de la media, coeficiente

de variacion, valores maximos y minimos).

Los analisis mencionados anteriormente, se realizaron a través de un software
estadistico (InfoStat 2019). Los resultados obtenidos fueron tabulaos o
graficados de acuerdo al interés de la interpretacion que pueda generar y que

permita dar cumplimiento a los objetivos trazados.

3.11. PROCEDIMIENTO

3.11.1. SELECCION DE TOROS

Se seleccionaron tres reproductores pertenecientes a la hacienda El Dorado, los
cuales cumplian con todos los planes de vacunacién y desparasitacion que se

realizan en dicha ganaderia.

Estos reproductores fueron seleccionados de un lote de ocho toros de raza
Gyropar (Gyr x Pardo suizo) cuya edad oscilaba entre los 36 meses segun los
registros del hato, los cuales fueron pesados y medida su circunferencia escrotal;
para la seleccion se les peso y medio la circunferencia escrotal de los que se
eligieron los tres mejores del lote, con un peso promedio de 370 kg y una

circunferencia escrotal de 38 cm.

3.11.2. COLECTA DE SEMEN

Se recolectaron un total de 12 eyaculados (4 por toro), las cuales se realizaron
una vez por semana, mediante el uso de electro eyaculador. El semen se colecto
en un tubo cénico de marca Falcon ® con un volumen promedio de 8 cc por

animal.
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3.11.3. DILUCION DEL SEMEN

Se extrajo una gota de semen con una micro pipeta la cual se ubico en la camara
de Neubauer y se observdé en microscopio con lente de 40x, luego se
contabilizaron las células que se encontraban dentro de los cuadros medianos,
una vez contado el numero de células dentro del cuadro nuestra concentracion

sera de: numero de células contabilizadas x 104.

Luego se realiz6 una de dilucion de 1x1, es decir volumen total de eyaculado
sera igual al del diluyente el cual fue previamente estabilizado en bafio Maria a
34°C.

3.11.4. ENVASADO Y ALMACENAMIENTO DEL SEMEN DILUIDO
Se procedi6 al llenado de las pajillas de inseminacion, en las cuales se colocaron

aproximadamente 50 mm de semen diluido por pajilla y se rotulo.

Una vez envasadas las dosis seminales, se almacenaron en la nevera a

temperaturas entre 4°C a 5°C.

3.11.5. EVALUACION DE LOS PARAMETROS A MEDIR DEL SEMEN

Las caracteristicas fisicas medidas en las células espermaticas fueron evaluadas
a los seis tratamientos cada 0, 12 y 24 horas, se observaron mediante un
microscopio de laboratorio, donde se deposité con una micropipeta una gota de
muestra seminal sobre un portaobjetos temperado a 37°C, aplicando otra gota
de aceite de inmersion y se coloc6 un cubreobjetos, donde fueron observados

con todos los lentes y se obtuvo una mayor apreciacion en el lente de 40X.

3.11.5.1. VITALIDAD ESPERMATICA

Se determiné la vitalidad, es decir, espermatozoides inmdviles dentro de la
muestra. Donde se aplicé dilucidbn de Eosina —Nigrosina posterior a esto se
realizé un frotis, una vez seco se llevaba al microscopio; las células que se tefiian
de color negro, eran los espermatozoides muertos y con anormalidades de cola
y cabeza. Para obtener el porcentaje se contaban 100 células dispersas en la

placa y se utilizaba la siguiente formula:

Vitalidad = Espermatozoides Vivos * N2 Celulas contadas (100)
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3.11.5.2. MOTILIDAD Y VIABILIDAD DE ESPERMATOZOIDES

Con una micropipeta se tomé una gota de la muestra seminal, se deposit6 en el
portaobjetos y se coloco el cubreobjetos y se llevé a observacién al microscopio.
Para la caracteristica de motilidad se observaron los movimientos ondulatorios
en la masa de la muestra, mientras que para la viabilidad se observaron los
movimientos rectilineos; esto fue expresado en porcentajes. Cabe recalcar que

esta caracteristica fue medida por método subijetivo.

3.11.6. EVALUACION MORFOLOGICA

Para la evaluacion de las placas seminales, anteriormente hechas mediante un
frotis, se la realizo ubicando una gota de aceite de inmersion en cada una de las
placas, donde se evalué las diferentes anormalidades presentes en los
espermatozoides, siendo estas: Borde Apical Normal (NAR), cuando la
membrana celular es impermeable para la tincion; Borde Apical Dafiado (DAR),
donde la membrana celular es permeable para la tincion y Gotas

Citoplasmaticas (GCs), se presentan a proximal, medial y distal de la célula.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. DETERMINACION DE LA MOTILIDAD, NORMALIDAD Y
VITALIDAD DE LOS DILUYENTES (ANDROMED® Y
OFTICELL®) DE SEMEN FRESCO Y REFRIGERADO

Como se puede observar en el cuadro 4.1 existe diferencia estadistica (p<0,05)
a la hora 0, donde se encontré un mayor promedio en el T1 (91,25 + 2,50) y en
el T6 (80,00 + 4,08) una menor motilidad; mientras que a las 12 y 24 horas, no
se encontro diferencia estadistica (p>0,05); siendo un mayor promedio a las 12
horas en el T1 con (88,67 + 5,35) al igual que a las 24 horas con (83,50 £ 2,38).
El mayor promedio obtenido de motilidad podria atribuirse posiblemente a que el
semen utilizado a la hora cero fue fresco y sin dilucién, lo cual permite observar

sus caracteristicas innatas una vez obtenidos posterior a la colecta.

Cuadro 4.1. Promedios y error estandar de la motilidad (%) de semen fresco y refrigerado de bovinos mestizos.

Tratamientos % Motilidad
Factor A (Toros) Factor B (Diluyente) 0 Horas 12 Horas 24 Horas
Toro 1 de raza Optixcell® 9125(£250) b 88,67 (£535) 83,50 (+2,38)
Gyropar Andromed® 8375(£250) a  8583(x7,02) 76,25 (+2,50)
Toro 2 de raza Optixcell® 8750(£645) ab 8375(x6,08) 78,75 (+4,79)
Gyropar Andromed® 8125(x250) a  8292(+6:89) 7625 (+2,50)
Toro 3 de raza Optixcell® 8625(£250) ab 8667 (£6,51) 80,00 (+4,08)
Gyropar Andromed® 80,00 (+4,08) a  80,00(£739) 73,75 (+479)
P-valor 0,0166 0,0580 0,0565

a,b| etras distintas en las filas difieren estadisticamente al 5% (Tukey)

T1: Toro 1 con diluyente Optixcell®; T2: Toro 1 diluyente Andromed®; T3: Toro 2 con diluyente Optixcell®; T4: Toro
2 con diluyente Andromed®; T5: Toro 3 con diluyente Optixcell®; T6: Toro 3 con diluyente Andromed®; P-valor: Valor
de probabilidad.

Estos resultados son similares a los obtenidos Anchatufia (2017) quien afirma,
gue en las caracteristicas espermaticas de semen bovino la motilidad en pre-
congelacion de estos oscila entre 80% y 70%; mientras que en post-congelacion
después de 12 a 24 horas se encuentra en rangos de entre 75% a 60%.

Por otra parte, Filipiak et al. (2017) reportan que en su investigacion del

comportamiento del semen bovino sexado congelado se encuentra cercano al
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80% y descongelado en 65%, ademas expresan que la concentracion juega un
papel importante, debido a que mientras mas elevada sea esta, se observa un

mayor porcentaje de motilidad.

Valverde (2016) reporta en su estudio del efecto de dos temperaturas de
almacenamientos (5 y 20°C) de epididimos de toros provenientes de matadero
sobre la calidad y congelabilidad de espermatozoides encontré diferencia
significativa (p<0,05) entre tratamientos, donde en semen a 5°C obtuvo promedio
de 84,20 + 1,54, mientras que a 20°C obtenian un promedio de 67,50 + 7,04,

estos resultados podrian verse atribuidos al manejo de las muestras.

Con respecto a la variable normalidad, se puede observar en el cuadro 4.2 que
en a las 0 y 12 horas no existe diferencia estadistica (p>0,05) entre los
tratamientos, donde se obtuvo un mayor promedio a las 0 horas en el T1 con
(82,50 £ 6,57) al igual que a las 12 horas con (81,25 + 4,79). Por otra parte, a las
24 horas se encontré diferencia estadistica (p<0,05) entre tratamientos, donde
se encontroé un mayor promedio enel T1 (77,50 + 2,89) y en el T6 (68,75 £ 2,50)
una menor normalidad. Estos resultados podrian verse relacionados al manejo

de las muestras seminales y técnicas de colecta de semen.

Cuadro 4.2. Promedios y error estandar de la normalidad (%) de semen fresco y refrigerado de bovinos mestizos.

TRATAMIENTOS % Normalidad
Factor A (Toros)  Factor B (Diluyente) 0 Horas 12 Horas 24 Horas
Optixcell® 82,50 (+ 6,57) 81,25 (£ 4,79) 77,50 (£ 2,89) b
Gyropar
Andromed® 78,33 (£ 6,85) 77,50 (+2,89) 7250(+£289) ab
Optixcell® 80,42 (+ 75,83) 78,75 (£ 4,79) 73,75(£250) ab
Gyropar
Andromed® 75,83 (£ 6,34) 75,00 (+ 4,08) 71,25(£2,50) a
Optixcell® 76,67 (+ 6,85) 75,00 (£ 5,77) 72,50 (£500) ab
Gyropar
Andromed® 75,00 (£ 6,03) 72,50 (+2,89) 68,75 (£ 2,50) a
P-valor 0,0805 0,1583 0,0467

a,b | efras distintas en las filas difieren estadisticamente al 5% (Tukey)

T1: Toro 1 con diluyente Optixcell®; T2: Toro 1 con diluyente Andromed®; T3: Toro 2 con diluyente Optixcell®; T4:
Toro 2 con diluyente Andromed®; T5: Toro 3 con diluyente Optixcell®; T6: Toro 3 con diluyente Andromed®; P-valor:
Valor de probabilidad.
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Estos resultados concuerdan con los encontrados por Aguilar (2016) quien en el
estudio de la determinacién de la fertilidad potencial de toros reproductores Bos
Taurus mediante la evaluacion de parametros reproductivos encontraron no
hubo presencia de diferencia significativa (p>0,05) entre tratamientos, ademas

afirma que el porcentaje de normalidad oscila entre 88% al 93%.

Por otra parte, Anchatufia (2017) reporta en estudios realizados sobre el efecto
de distintos tiempos de equilibrio sobre la calidad espermética pre y post-
congelacion de semen bovino de toros reproductores Holstein-Friesian a las 12
horas la calidad del semen bovino en pre-congelacion tiene una normalidad
promedio de 85,26 + 2,57, mientras que a las 24 horas registra un promedio de
85,52 + 2,91, ademas menciona que los cambios que sufren las células
espermdticas se deben posiblemente al estrés causado por el cambio de

temperatura, lo cual ocasionaria un porcentaje bajo de fertilidad.

Galarza (2013) en investigacion realizada encontré que la eficacia de dos
diluyentes AndroMed® y Triladyl®, en la crioconservacién de semen de toro de
la raza Jersey no hubo diferencia significativa (p>0,05) entre tratamientos, a
pesar de esto se obtuvo una mayor normalidad con el diluyente Triladyl® un
promedio de 89,81%, mientras que con el AndroMed® se obtuvo un 89,52% en
el proceso de descongelacién, atribuido posiblemente al manejo de las muestras

seminales y técnicas de colecta de semen.

En el cuadro 4.3 se observa que existe diferencia significativa (p<0,05) entre
tratamientos a la hora 0, donde se encontré un mayor promedio en el T1 (97,00
+0,82) yenel T6 (91,50 £ 2,38) en la variable vitalidad; mientras que a las 12 y
24 horas, no se encontré diferencia estadistica (p>0,05) entre tratamientos
estudiados; donde se obtuvo un mayor promedio a las 12 horas en el T1 con
(93,00 £ 2,45), mientras que a las 24 horas se destaco el T3 con (90,00 £ 3,56)

respectivamente.

Estos resultados podrian verse atribuidos al manejo de las muestras seminales
causado posible estrés por el cambio de temperatura, lo cual ocasionaria un

porcentaje bajo de fertilidad.



Cuadro 4.3. Promedios y error estandar de la vitalidad (%) de semen fresco y refrigerado de bovinos mestizos.
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TRATAMIENTOS % Vitalidad
Factor A (Toros) Factor B (Diluyente) 0 Horas 12 Horas 24 Horas
Optixcell® 97,00 (+ 0,82) 93,00 (£ 2,45) 85,00 (+ 4,24)
Gyropar
Andromed® 94,50 (+ 2,08) 88,50 (+ 3,11) 83,25 (+ 4,43)
Optixcell® 91,75 (£ 2,06) 87,50 (+ 2,89) 90,00 (+ 3,56)
Gyropar
Andromed® 93,50 (+2,38) 89,75 (+ 2,06) 82,25 (+ 3,30)
Optixcell® 95,00 (+ 3,46) 89,50 (+ 3,42) 89,25 (+ 2,22)
Gyropar
Andromed® 91,50 (+ 2,38) 88,75 (£ 1,71) 86,75 (+ 3,40)
P-valor 0,0344 0,1884 0,0632

a,b| etras distintas en las filas difieren estadisticamente al 5% (Tukey)

T1: Toro 1 de Gyropar con diluyente Optixcell®; T2: Toro 1 de con diluyente Andromed®; T3: Toro 2 con diluyente
Optixcell®; T4: Toro 2 con diluyente Andromed®; T5: Toro 3 con diluyente Optixcell®; T6: Toro 3 de raza

Estos resultados parecidos a los obtenidos por Rubio et al. (2009) quienes
reportan que en su estudio del efecto de la criopreservaciéon sobre la integridad
de la membrana plasméatica y acrosomal de espermatozoides de toros, se
encontrd diferencia estadistica (p<0,01), donde en semen fresco se obtuvieron
rangos de 91% a 94% con una media de (92,95 + 0,59) en la variable vitalidad,
mientras que en estado de refrigeracion se obtuvo una vitalidad de entre 64% a
80% con una media de (72,80 * 3,81).

Asi mismo Cabrera y Pantoja (2012) en su investigacion de viabilidad
espermatica e integridad del acrosoma en semen congelado de toros nacionales
encontr0 que, en estudios realizados a los eyaculados de cuatro toros,
encontraron que la vitalidad en estos oscila de 81,80 + 5,00 hasta 74,10 + 7,60.
El mismo autor mencionado afirma que estas caracteristicas se encuentran

dentro de los parametros establecidos para toros en actividad reproductiva.
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4.2. VALORACION DE LA INTEGRIDAD ESTRUCTURAL Y
FUNCIONAL DE LA MEMBRANA PLASMATICA Y
ACROSOMAL DEL SEMEN BOVINO FRESCO

En el cuadro 4.4 se observa que no existe diferencia estadistica en los
parametros de Borde Apical Normal (NAR), Borde Apical Dafiado (DAR) y Gota
Citoplasmatica (GCs), hubo una mayor normalidad la variable NAR en el T3
(94,00 £ 2,58); mientras que en el DAR se destacoé el T4 (8,75 £ 2,99); por ultimo,

se encontro una mayor incidencia de GCs en el T6 con (12,75 * 4,43).

Estos resultados se podrian atribuir a que la célula espermética no alcanzo un
estado de maduracion por lo cual se gener6 dichas anomalias, ademas, también

influyen tanto la alimentacién y el manejo animal.

Cuadro 4.4. Promedios y error estandar de NAR, DAR'Y GCs (%) de semen fresco.

TRATAMIENTOS INTEGRIDAD ESTRUCTURAL DE LA MEMBRANA
Factor A (Toros)  Factor B (Diluyente) NAR DAR GCs
Optixcell® 92,00 (£ 2,45) 3,75 (+ 2,06) 5,50 ( 4,30)
Gyropar
Andromed® 90,50 (£ 1,73) 8,00 (+ 6,06) 9,25 ( 3,20)
Optixcell® 94,00 (+ 2,58) 4,25 (+2,87) 8,00 (£ 4,24)
Gyropar
Andromed® 90,75 (£ 2,99) 8,75 (£ 2,99) 10,25 (+ 3,30)
Optixcell® 93,25 (+ 3,20) 4,75 (£ 2,99) 11,25 (£ 4,03)
Gyropar
Andromed® 92,00 (£ 1,83) 7,25 (+ 3,10) 12,75 (£ 4,43)
P-valor 0,2410 0,1867 0,3816

T1: Toro 1 con diluyente Optixcell®; T2: Toro 1 con diluyente Andromed®; T3: Toro 2 con diluyente Optixcell®; T4:
Toro 2 con diluyente Andromed®; T5: Toro 3 con diluyente Optixcell®; T6: Toro 3 con diluyente Andromed®; P-valor:
Valor de probabilidad.

Los promedios obtenidos por Moncayo (2016) son cercanos a los encontrados
en esta investigacion, donde afirma que los espermatozoides de bovinos de raza
Holstein tuvieron una buena respuesta, donde aproximadamente un 90% de las
células espermaticas tuvieron un mayor porcentaje de integridad acrosomal
(Borde Apical Normal), de la misma manera, en toros de raza Brown Swiss se

encontré un porcentaje de NAR de 80%.
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Rubio et al. (2009) reportan que en el estudio del efecto de la criopreservacion
sobre la integridad de la membrana plasmética y acrosomal de espermatozoides
de toros, se encontrd diferencia estadistica entre tratamientos (p<0,05) en la
variable NAR, donde en semen fresco se obtuvieron rangos de 87% a 90% con
una media de (88,75 £ 0,81), mientras que en estado de refrigeracion se obtuvo
un porcentaje de borde apical normal de entre 48% a 58% con una media de
(52,20 + 3,91).

Rubio y Quintero (2008) obtuvieron resultados ligeramente cercanos a los
encontrados en esta investigacidon en su estudio del uso de pruebas de
resistencia osmotica para valorar la funcionalidad espermatica en toros, donde
afirman que los valores de NAR se encontraron entre rangos de 86,40% y

91,90% respectivamente.

Por otra parte, en la variable DAR, estudios realizados por Rubio et al. (2009)
reporta que los resultados obtenidos para el borde apical dafiado se encontrd
diferencia estadistica (p<0,05), donde en semen fresco se obtuvieron rangos de
9% a 11% con una media de (10,00 + 0,81); mientras que en estado de
refrigeracion se obtuvo un porcentaje de borde apical dafiado de entre 29% a
41% con una media de (35,25 + 2,87).

Cabrera (2012) en la investigacion de la viabilidad espermaética e integridad del
acrosoma en semen congelado de toros nacionales, no obtuvo diferencia
estadistica (p>0,05) entre tratamientos, sin embargo, los dafios a nivel de
acrosoma se encontraron en un promedio de 34,50%. Ademas, afirma que la
capacidad fecundante y la actividad funcional de la membrana plasmatica se

encuentra afectada por los cambios metabolicos que ocurren a su alrededor.

Espinosa (2012) afirma que la presencia de DAR, se debe a los procesos de
congelacion de esperma, y aduce que tiene una mayor incidencia que otros
factores como el manejo, ademas menciona que en especies ovinas el a nivel
del acrosoma celular es mayor que en especies bovinas, o que causa una

disminucion de la motilidad espermatica en semen crioconservado.

Con respecto a la variable gota citoplasmatica los resultados encontrados son

ligeramente cercanos a obtenidos por Tamayo (2013) quien en su estudio de la
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seleccion de sementales bovinos en Cuba en futuros sementales Holstein afirma
gue la presencia de GCs se encuentra en un promedio de 11,00 £ 5,10 en épocas
lluviosas, mientras que en épocas seca se obtuvieron promedios de 10,20 + 4,10,
lo que podria indicar una posible alteracion al momento de la manipulacién del

material espermatico.

Restrepo et al. (2016) reportan, que en la presencia de gotas citoplasmatica es
una de los problemas en machos reproductores que se ve afectada por la edad
de los reproductores, mientras que en bovinos jovenes generalmente se
encuentran en la pieza media, como gotas citoplasmaticas proximales, pieza

intermedia reflejada distalmente y pieza intermedia inclinada.

Quintero (2017) afirma que en evaluaciones a espermatozoides obtenidos de la
cola del epididimo realizados obtuvo que entre el 31,50% a 89,30% de anormales
por la presencia de gota citoplasmatica, lo que produjo la reduccién de la

motilidad de las células espermaticas.

Estos resultados permiten ver el efecto de los diluyentes en distintas horas de
permanencia y con esto ver los cambios en los parametros microscopico de las
células espermaticas y morfologicas, donde destaca la hora 0 siendo esta en

donde el semen tuvo mayores porcentajes en los valores evaluados.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. CONCLUSIONES

La implementacién Andromed® y Optixcell® como diluyentes de semen bovino
fresco y refrigerado no desfavorecié las variables motilidad, normalidad y
vitalidad, donde a pesar de tener diferencia estadistica tuvieron resultados
Optimos segun los datos reportados en la literatura revisada para ser

implementados en inseminacion artificial.

El efecto de los diluyentes comerciales (Andromed® y Optixcell®) en semen
bovino fresco y refrigerado no tiene efectos negativos sobre los parametros de
calidad morfologicos e integridad estructural y funcional de la membrana
plasmatica y acrosomal, lo que permite su implementacion en la inseminacién

artificial, sin anomalias en los rangos obtenidos.
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5.2. RECOMENDACIONES

Profundizar en los estudios en diversas direcciones como el uso de diluyentes
en diferentes condiciones climéticas (épocas lluviosas y secas), razas y edades
bovinas para mejorar parametros de calidad morfolégicos e integridad estructural

y funcional de la membrana plasmatica y acrosomal del semen.

Realizar mas investigaciones sobre el uso de distintos diluyentes, en los
sistemas de reproduccion bovina con el objetivo de cuantificar la fertilidad y la
fecundidad, para de esta manera validar los resultados productivos y

reproductivos.
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Anexo 4-A. Evacuacion de heces fecales antes de la introduccion del electroeyaculador
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Anexo 7. Prueba de F para igualdad de varianzas y Test de Shapiro Wilks para normalidad de datos de las variables
normalidad, motilidad y vitalidad

Prueba F para ignaldad de varianzas

Variable Grupo (1) Grupo(2) n{l) n(2) Var({l) Var (2} F E prusba

MCTILIDAD {1:1} {1:2} 12 12 28,61 495,24 0,58 0,3814 Bilateral
MCTILIDAD {1:1} {f2:1} 12 12 28,61 36,93 0,77 0,6752 Bilateral
MCTILIDAD {1:1} {2:2} 12 12 28,61 47,54 0,60 0,4127 Bilateral
MCTILIDAD {1:1} {3:1} 12 12 28,61 42,42 0,67 0,5242 Bilateral
MCTILIDAD {1:1} {3:2} 12 12 28,61 54,55 0,32 0,295%4 Bilateral
MCTILIDAD {1:2} {2:1} 12 12 49,24 36,93 1,33 0,6415 Bilateral
MCTILIDAD {1:2} {2:2} 12 12 49,24 47,54 1,04 0,9545 Bilateral
MCTILIDAD {1:2} {3:1} 12 12 49,24 42,42 1,16 0,85092 Bilateral
MCTILIDAD {1:2} {3:2} 12 12 49,24 54,55 0,90 0,8683 Bilateral
MOTILIDAD {2:1} {2:2} 12 12 36,%3 47,54 0,78 0,6327 Bilateral
MCOTILIDAD {2:1} {3:1} 12 12 36,93 42,42 0,87 00,8222 Bilateral
MCTILIDAD {2:1} {3:2} 12 12 36,93 54,55 0,68 0,5285 Bilateral
MOTILIDAD {2:2} {3:1} 12 12 47,54 42,42 1,12 0,8537 Bilateral
MCOTILIDAD {2:2} {3:2} 12 12 47,54 54,55 0,87 0,8237 Bilateral
MCTILIDAD {3:1} {3:2} 12 12 42,42 54,55 0,78 0,6841 Bilateral
HCOEMALIDAD {1:1} f1:2} 12 12 43,18 46,57 0,9%2 0,8%1l6 Bilateral
HCEMALIDAD {1:1} {2:1} 12 12 43,18 47,54 0,91 0,8762 Bilateral
MORMALIDAD {1:1} {2:2} 12 12 43,18 40,15 1,08 0,908l Bilateral
HCOEMALIDAD {1:1} {3:1} 12 12 43,18 46,57 0,9%2 0,8%1l6 Bilateral
HCEMALIDAD {1:1} {3:2} 12 12 43,18 36,36 1,1% 0,7807 Bilateral
HORMALIDAD {1:2} {2:1} 12 12 46,97 47,54 0,99 0,9844 Bilateral
HCEMALIDAD {1:2} {2:2} 12 12 4e,%7 40,15 1,17 0,795%4 Bilateral
HCORMALIDAD {1:2} {3:1} 12 12 4&,%7 4,97 1,00 »>0,99595 Bilateral
HORMALIDAD {1:2} {3:2} 12 12 46,97 36,36 1,29 0,6736 Bilateral
HCEMALIDAD {2:1} {2:2} 12 12 47,54 40,15 1,18 0,7844 Bilateral
HNORMALIDAD {2:1} {3:1} 12 12 47,54 46,597 1,01 0,9844 Bilateral
HNOBRMATLIDAD {2:1} {3:2} 12 12 47,54 36,36 1,31 0,6645 Bilateral
HCEMALIDAD {2:2} {3:1} 12 12 40,15 46,57 0,85 0,795%4 Bilateral
HCOBMALIDAD {2:2} {3:2} 12 12 40,15 36,36 1,10 0,8724 Bilateral
HNOBRMALIDAD {3:1} {3:2} 12 12 46,97 36,36 1,29 0,6736 Bilateral
VITALIDAD {1:1} f1:2} 12 1z 30,18 38,17 0,77 0,6T725% Bilateral
VITALIDAD {1:1} {2:1} 12 12 30,18 11,72 2,58 0,1318 Bilateral
VITALIDAD {1:1} {2:2} 12 iz 30,18 27,52 1,10 0,85808 Bilateral
VITALIDAD {1:1} {3:1} 12 12 30,18 12,42 2,43 0,1565 Bilateral
VITRALIDRD {1:1% {3:21 12 12 30.1% 14.81 2.04 0.2533 Bilateral
VITALIDAD {1:2} {2:1} 12 1z 39,17 11,72 3,34 10,0571 Bilateral
VITLLIDAD {1:2} {2:2} 12 12 39,17 27,52 1,42 00,5678 Bilateral
VITALIDAD {1:2} {3:1} 12 12 39,17 12,42 3,15 0,08%5 Bilateral
VITALIDAD {1:2} {3:2} 12 12 39,17 14,81 2,65 00,1216 Bilateral
VITALIDAD {2:1} {2:2} 12 12 11,72 27,52 0,43 00,1726 Bilateral
VITARLIDAD {2:1} {3:1} 12 1z 11,72 12,42 0,54 00,9246 Bilateral
VITLLIDAD {2:1} {3:2} 12 12 11,72 14,81 0,79 0,7047 Bilateral
VITALIDAD {2:2} {3:1} 12 12 27,52 12,42 2,21 10,2031 Bilateral
VITALIDAD {2:2} {3:2} 12 12 27,52 14,81 1,86 00,3150 Bilateral
VITALIDAD {3:1} {3:2} 12 12 12,42 14,51 0,84 0O,775% Bilateral

Shapiro-Wilks

(modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
MOTILIDAD 72 84,64 ©,94 0,390 <0, 0001
HOEMALIDAD 72 78,13 &,8%9 0,90 <0,0001
VITALIDAD 72 8%,32 4,87 0,94 0,0080




Anexo 8. Prueba no paramétrica de Kruskal Wallis para la variable normalidad

FProeba de Ernskal Wallis

Variakle TRATABMIENTOS N Medias D.E. Medianas H E
Motilidad 1 4 91,25 2,50 50,00 12,66 0,0166
MotiIidad 2 4 83,75 2,50 85,00

MotiIidad 3 4 87,50 €,45 87,50

MotiIidad 4 4 81,25 2,50 80,00

MotiTlidad 5 4 86,25 2,50 85,00

MotiIlidad & 4 80,00 4,08 80,00

Trat. ERanks
3] g,00
4 7,00
2 11,00
L) 14,75
3

1

e

15,38

oo

20,88

o mom

Medias con una letra comun no son significativamente difersntes (p > 0,05)

Frueba de Eruskal Wallis

WVariable TEATAMIENTOS N Medias D.E. Medianas H P
MOTILIDAD 1 12 88,67 5,35 87,50 10,26 0,0580
MCTILIDAD 2 12 85,83 7,02 87,50

MOTILIDAD 3 12 83,75 6,08 85,00

MOTILIDAD 4 12 82,592 &,89 80,00

MCTILIDAD S 12 86,67 6,51 85,00

MCTILIDAD & 12 80,00 7,39 80,00

Proeba de Eruskal Wallis

Variable TRATAMIENTOS N Medias D.E. Medianas H P
Motilidad 1 4 §3,50 2,38 84,50 9,67 0,0565
MotiIidad 2 4 Teg,25 2,350 75,00

MotiIidad 3 4 73,75 4,74 77,50

MotiIidad 4 4 Te,25 2,50 75,00

MotiIidad 5 4 §0,00 4,08 80,00

Motilidad 6 4 73,75 4,74 72,50
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Anexo 9. Prueba no paramétrica de Kruskal Wallis para la variable motilidad

Prneba de EKruskal Wallis

Variakble TERATAMIENTCS N Medias D.E. HMediamaz H =
NORMALIDAD 1 12 82,50 &,57 80,00 9,30 0,0805
NORMALIDAD 2 12 78,33 6,85 75,00
NORMALIDAD 3 12 80,42 &,89 77,50
NORMALIDAD 4 12 75,83 6,34 75,00
NORMALIDAD 5 12 7T&,6T7 €,835 77,50
NORMALIDAD & 12 75,00 6,03 75,00

|
Eroeba de Ernskal Wallis

Variable TRATAMIENTOS N Medias D.E. Medianas H E
MOBMRLIDAD 1 4 81,25 4,74 82,50 7,27 0,1583
NOEMALIDAD 2 4 77,50 2,89 77,50
NOEMALIDAD 3 4 78,75 4,75 77,50
NOEMALIDAD 4 4 75,00 4,08 TS, 00
NOEMALIDAD 5 4 75,00 5,77 TE,00
HNOBEMRLIDAD & 4 72,30 2,85 72,50
Prueba de Eruskal Wallis
Variable TRATAMIENTOS N Medias D.E. Medianasz H B
HORMALIDAD 1 4 77,50 2,89 77,50 9,42 0,0467
NCEMALIDAD 2 4 72,50 2,859 72,50
HORMALIDAD 3 4 73,75 2,50 75,00
HNCEMALIDAD 4 4 71,25 2,50 70,00
HOEMALIDAD S 4 T2,50 5,00 70,00
HNCEMALIDAD & 4 gB,75 2,50 70,00

Trat. Ranks
5,88
10,00
11,38
12,50
15,00
20,25
Medias cor una letra comin Ro son significativamentes diferentes (p > 0,05)

(SR TUR U T T BT .
He S I

 m m o




Anexo 10. Prueba no paramétrica de Kruskal Wallis para la variable vitalidad

Froeba de Erunskal Wallis

Varigkle TRATAMIENTOS N Medias D.E. Medianas H =
YVITALIDAD 1 4 &7,00 0,82 87,00 11,73 0,0344
VITALIDLD 2 4 94,50 2,08 894,50

VITALIDAD 3 4 91,75 2,06 91,50

YVITALIDAD 4 4 93,50 2,38 94,50

VITALIDAD 5 4 85,00 3,46 86,00

VITALIDAD & 4 91,50 2,38 890, 50

Trat. Ranks
6,75
T,13

10,88

13,63

15,75

am oo
20,88

(UL I S TY . PR
e

m m m

Medias con una letra comun no son significativamsnte difsrentes (p = 0,05)

Froeba de Eruskal Wallis

Variable TRATAMIENTOS N Medias D.E. Mediamazs H P
VITALIDAD 1 4 53,00 2,45 93,50 7,36 0,1884
VITALIDAD 2 4 BH,50 3,11 g9, 50

VITALIDAD 3 4 B7,50 2,89 87,50

VITALIDAD 4 4 B9,75 2,06 Q0,00

VITALIDAD S 4 BS5,50 3,42 Q90,00

VITALIDAD & 4 B8,75 1,71 g8, 50

Prueba de Eruskal Wallis

Variakle TRATAMIENTOS N Medias D.E. Medianazs H E
VITALIDAD 1 4 85,00 4,24 85,50 10,26 0,0832
VITALIDAD 2 4 §3,25 4,43 83,00

VITALIDAD 3 4 490,00 3,56 85,00

YVITALIDAD 4 4 52,25 3,30 21,00

YVITALIDAD S 4 89,25 2,22 85,00

VITALIDAD & 4 B&,75 3,40 87,50
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Anexo 11. Prueba de F para igualdad de varianzas y Test de Shapiro Wilks para normalidad de datos de las variables
NAR, DARy GCs

Proeba F para ignaldad de wvarianzas

Variabkle Grupo(l) Grupo(2) n(l) n(2) Var(l) Var(2) F T pruska

Jors {T1} {T2} 4 4 6,00 3,00 2,00 0,5836 Bilateral
HAR {T1} {T3} 4 4 6,00 6,67 0,50 0,9330 Bilateral
HAR {T1} {T4} 4 4 6,00 §,82 0,67 0,7526 Bilateral
HAR {T1} {I5} 4 4 6,00 10,25 0,53% 0,6708 Bilateral
HELR {T1} {T&} 4 4 6,00 3,33 1,80 00,6412 Bilateral
HAR {T2} {T3} 4 4 3,00 6,67 0,45 0,528% Bilateral
HAR {T2} {T4} 4 4 3,00 §,82 0,34 0,3545 Bilateral
HAR {T2} {I5} 4 4 3,00 10,25 0,2% 0,33%8 Bilateral
HELR {T2} {T6} 4 4 3,00 3,33 0,50 0,9330 Bilateral
HAR {T3} {T4} 4 4 6,67 8,92 0,75 0,8168 Bilateral
HAR {T3} {TS} 4 4 6,67 10,25 0,65 00,7323 Bilateral
HAR {T3} {Te} 4 4 [ 3,33 2,00 0,5836 Bilateral
HELR {T4} {T5} 4 4 g,%2 10,25 0,87 0,9115 Bilateral
Jors {T4} {T&} 4 4 g,92 3,33 2,68 0,4405 Bilateral
HAR {I5} {Te} 4 4 10,25 3,33 3,08 0,3809 Bilateral
DAR {T1} {T2} 4 4 4,25 36,67 0,12 00,1101 Bilateral
DAR {T1} {T3} 4 4 4,25 8,25 0,52 0,59%¢ Bilateral
DAR {T1} {T4} 4 4 4,25 §,92 0,48 0,5584 Bilateral
DAR {T1} {TS} 4 4 4,25 §,82 0,48 0,5584 Bilateral
DAR {T1} {T6} 4 4 4,25 9,58 0,44 0,5216 Bilateral
DAR {T2} {T3} 4 4 36,67 8,25 4,44 0,2520 Bilateral
DAR {T2} {T4} 4 4 36,867 8,92 4,11 0,2759% Bilateral
DAR {T2} {TS5} 4 4 36,67 8,92 4,11 0,275% Bilateral
DAR {T2} {T&} 4 4 36,87 9,58 3,83 0,25955 Bilateral
DAR {T3} {T4} 4 4 8,25 §,92 0,583 0,5506 Bilateral
DAR {T3} {T5} 4 4 8,25 8,92 0,583 0,59506 Bilateral
DAR {T3} {T6} 4 4 8,25 9,58 0,86 0,504% Bilateral
DAR {T4} {T5} 4 4 8,92 g,92 1,00 >0,99589 Bilateral
DAR {T4} {Te} 4 4 &,92 9,58 0,53 0,554]1 Bilateral
DAR {IS5} {T6} 4 4 §,92 9,58 0,93 0,954]1 Bilateral
GTS {T1} {T2} 4 4 23,00 10,25 2,249 10,5240 Bilateral
GTS {T1l} {T3} 4 4 23,00 18,00 1,28 10,8451 Bilateral
GIS {T1} {T4} 4 4 23,00 10,%2 2,11 0,5562 Bilateral
GTS {T1} {T5} 4 4 23,00 1le,25 1,42 0,7821 Bilateral
_GTS I{Tl¥ I{TG} 4 % 23.00 |19,53 l,¥7 0,393q Bilater;l
DAR {TS} {T&} 4 4 g&,92 9,58 0,53 0,9541 Bilateral
GTS {T1} {T2} 4 4 23,00 10,25 2,24 0,5240 Bilateral
GTS {T1} {T3} 4 4 23,00 18,00 1,28 0,8451 Bilateral
GTIS {T1} {T4} 4 4 23,00 10,92 2,11 0,5562 Bilateral
GTS {T1} {T5} 4 4 23,00 1le,25 1,42 10,7821 Bilateral
GTS {T1} {Te} 4 4 23,00 19,58 1,17 0,8%80 Bilateral
GTS {T2} {T3} 4 4 10,25 18,00 0,57 0,6551 Bilateral
GTS {T2} {T4} 4 4 10,25 10,%2 0,94 0,959% Bilateral
GTS {T2} {T5} 4 4 10,25 1le,25 0,63 00,7142 Bilateral
GTS {T2} {Te} 4 4 10,25 19,58 0,52 10,6083 Bilateral
GTS {T3} {T4} 4 4 18,00 1l0,%2 1,65 00,6313 Bilateral
GTS {T3} {TS} 4 4 18,00 16,25 1,11 ©0,5350 Bilateral]
GTS {T3} {T&} 4 4 18,00 19,58 0,52 0,9464 Bilateral
GTS {T4} {T5} 4 4 10,92 16,25 0,67 0,75317 Bilateral
GTS {T4} {T&} 4 4 10,92 19,58 0,56 0,643]1 Bilateral
GTS {T5} {TE} 4 4 16,25 15,58 0,83 0,8817 Bilateral

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* pi(Unilateral D)
HAR 24 92,08 2,57 0,88 0,020%
DAR 29 ®,13 3,73 0,52 0,1382
GIS 24 9,50 4,25 (0,54 0,4667




Anexo 12. Prueba no paramétrica de Kruskal Wallis para las variables NAR, DAR y GCs

Proekbka de Eru=skal Wallis

Variable TRATAMIENTOS N Medias D.E. Medianmazs H F
HAR 1 4 92,00 2,45 91,50 &,449 0,2410
HAR 2 4 890,50 1,73 0,00

HAR 3 4 94,00 2,58 94,00

HAER 4 4 &§Q,75 Zz,4948 90,00

HAE 5 4 93,25 3,20 93,50

HAR & 4 92,00 1,83 92,00

Proeba de Ernskal Wallis

Variable TRATAMIENTOS N Medias D.E. Medianas H P
DAR 1 4 3,75 2,06 4,00 7,39 0,18&67
DAR 2 4 8,00 &,06 5,50

DAR 3 4 4,25 2,87 3,50

DAR 4 4 8,75 2,99 S,00

DAR L 4 4,75 2,58 4,00

DAR & 4 T.25 3,10 8,00

Prueba de Eruskal Wallis

Variable TEATAMIENTOS N Medias D.E. Medianas H B
GIS 1 4 5,50 4,80 5,00 5,23 0,381¢6
GTIS 2 4 9,25 3,20 4,50

GIS 3 4 8,00 4,24 2,350

GTS 4 4 10,25 3,30 10,00

GIS S 4 11,25 4,03 10,00

GITS & 4 12,75 4,43 13,00




