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RESUMEN

El presente estudio consistié evaluar la calidad de semen porcino sometida a
distintos niveles de coenzima Q10 a diferentes niveles de vapor de nitr6geno
durante la congelabilidad. Para este fin se implementé un ensayo experimental
con disefio DBCA con analisis de varianza, previamente se comprobaron los
supuestos de normalidad de los datos (Shapiro-wilks) y homogeneidad de
varianzas (Bartlett) y la prueba de Tukey para establecer el nivel de significancia
de los resultados mediante paquete estadistico InfoStat version 2017. Se midi6
el efecto de la coenzima Q10 (0,04 y 0,06mg/mL) y la crioconservacion con vapor
de nitrogeno (5cm, 10cm, 15cm); las variables evaluadas fueron vitalidad,
mortalidad y motilidad del semen; borde apical normal-dafiado, gota
citoplasmatica proximal-distal y relacién costo beneficio. Los resultados indican
diferencias estadisticas altamente significativas para la variable vitalidad del
semen (p<0.0001), mortalidad del semen (p<0.0001) y variable borde apical
dafiado (p<0.0001); no hubo diferencias estadisticas para el resto de variables.
En términos econdmicos todos los tratamientos generaron pérdidas econémicas
al analizar la produccion de 1000 pajuelas por cada tratamiento. La
crioconservacion no representa un método apropiado debido a las alteraciones
estructurales y funcionales desarrolladas durante los cambios de temperaturas
post congelacion y descongelacién del semen, motivo por el que no se sugiere
Su uso a nivel comercial.

Palabras clave: Semen, congelacién, crioconservacion, vitalidad, motilidad.
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ABSTRACT

The present study consisted of evaluating the quality of boar semen subjected to
different levels of coenzyme Q10 at different levels of nitrogen vapor during
freezability. For this purpose, an experimental trial with DBCA design with
analysis of variance was implemented, previously the assumptions of normality
of the data (Shapiro-wilks) and homogeneity of variances (Bartlett) and the Tukey
test were verified to establish the level of significance of the results through
statistical package InfoStat version 2017. The effect of coenzyme Q10 (0.04
and0.06mg/mL) was measured. and cryopreservation with nitrogen vapor (5cm,
10cm, 15cm); the variables evaluated were vitality, mortality and semen motility;
Normal-damaged apical edge, proximal-distal cytoplasmic droplet and cost-
benefit ratio. The results indicate highly significant statistical differences for the
semen vitality variable (p<0.0001), semen mortality (p<0.0001) and the damaged
apical edge variable (p<0.0001); there were no statistical differences for the rest
of the variables. In economic terms, all treatments generated economic losses
when analyzing the production of 1000 straws for each treatment.
Cryopreservation does not represent an appropriate method due to the structural
and functional alterations developed during temperature changes after freezing
and thawing of semen, which is why its use is not suggested commercially.

Keywords: semen, freezing, cryopreservation, vitality, motility.



CAPITULO I. ANTECEDENTES
1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

En los ultimos tiempos la aceptacion de la tecnologia de inseminacion artificial
a nivel mundial, en el ganado porcino ha dado importantes mejoras en la
crianza de cerdos y a su vez transformado la produccién porcina comercial,
dando un desarrollo de otras tecnologias como la crioconservacion, (Toalombo,
2007). Esta técnica tiene gran trascendencia y un papel importante en la
conservacion y propagacion de recursos genéticos, que a Su vez esta
comprometida a la supervivencia del semen lo que provoca un descenso en la
calidad seminal (Williams, 2017).

Membrillo et al. (2011) plantean que la crioconservacion de semen provoca
dafos en la integridad de la membrana y que produce pérdida de motilidad y
viabilidad. El efecto que provoca el proceso de enfriamiento, congelacion y
descongelacién ocasiona cambios en la membrana espermatica, ya que esta
desestabiliza y altera la homeostasis del calcio, dafia el cromosoma y causa

trastornos lipidicos (Guachun, 2017).

Cérdova et al. (2009) ratifican, que el estrés oxidativo de los espermatozoides es
el dafio que sufren los componentes estructurales y fisioldgicos; lo que disminuye
la sobrevivencia y capacidad fecundante e induce a la formacion de radicales
libres que poseen un electron no pareado y un conjunto de especies reactivas al
oxigeno (ROS), formandose durante el manejo del eyaculado; las principales
ROS que se conocen, tienen relacién con la funcionalidad espermatica son:
anion superoxido (02-), Peréxido de hidrogeno (H202, precursor de radical) e

hidroxilos (-OH); Aumenta los espermatozoides muertos.

Un estudio realizado donde se compard la motilidad espermética conservados
en dos tipos de diluyentes en diferentes tiempos en la conservacion, determin6
gue uno de los principales problemas de los diluyentes es la baja resistencia
delesperma que muestra después de la descongelacion, corta durabilidad de la
viabilidad espermatica y que disminuye los parametros de calidad seminal ya que
afecta la integridad del acido desoxirribonucleico (ADN) (Cuenca y Avellaneda,
2017).



De acuerdo con la literatura reportada se considera que la crioconservacion es
una técnica importante en la conservacion y propagacion de recursos genéticos
pero que a su vez provoca un descenso en la calidad seminal, afecta la
membrana y produce pérdida de motilidad y viabilidad del semen, por lo que
ocasiona el estrés oxidativo. Estas referencias permiten plantear la siguiente
interrogante. ¢Los niveles coenzima Q10 como antioxidante asociados a los
niveles de vapor de nitrdgeno ayudaran a conservar las caracteristicas de la

membrana celular y la calidad esperméatica durante el proceso de congelacién?



1.2. JUSTIFICACION

En los dltimos afios, se han manifestado diferentes técnicas que contribuyen al
desarrollo de la industria porcina en las que destaca las biotecnologias
reproductivas, esto ha logrado avanzar tecnolégicamente la produccion como lo
es la inseminacion artificial relacionada con la crioconservacion del eyaculado,
industria muy importante que han permitido el aumento de uso de sementales de
alto valor genético y que asi se obtiene un mejor control de calidad de semen
(Restrepo, 2008).

Un estudio realizado por Medina et al. (2008) afirman, que la crioconservacion
mantiene las caracteristicas espermaticas en cuanto a movilidad y velocidad.
Para reducir los dafos en el espermatozoide, se han efectuado numerosos
diluyentes, estos permiten su almacenamiento por mucho tiempo, estos tipos de
diluyentes tienen sustancias crioprotectoras llamadas antioxidantes y su funcion
es evitar que las moléculas se unan al oxigeno para asi regular la
permeabilidadde la membrana plasméatica y asi impedir su peroxidacion lipidica

(Intriago y Vargas, 2019).

Rugeles et al. (2013) argumentan, que los diluyentes aportan con nutrientes para
mantener la célula espermatica, previene el shock térmico por frio y controla el
pH, la presion osmdética y el desarrollo microbiano. Reduce la permeabilidad de
la membrana espermética, elimina enzimas intracelulares en el semen, los
responsables de los Radicales del estrés oxidativo (ROS) al igual altera el
balance iénico que es culpable de los trastornos en el metabolismo aerdbico y

anaerobico del glucégeno (Guachun, 2017).

Rodriguez y Nivia (2017), deducen que los antioxidantes en el semen porcino
tienen la capacidad de retrasar la oxidacién, asi brindan una mayor sobrevivencia
espermatica. Son incluidos en los diluyentes, ayuda a mantener la integridad del
semen y evita que las moléculas se unan al oxigeno, regula la permeabilidad
de la membrana plasmatica impide su peroxidacion lipidica, el uso de la
coenzima Q10 como antioxidante, aumente el tiempo de conservacion del

semen en el proceso de congelacion (Intriago y Vargas, 2019)



1.3. OBJETIVOS
1.3.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la calidad espermatica porcina sometida a distintos niveles de coenzima

Q10 a diferentes niveles de vapor de nitrégeno durante la congelabilidad.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar el efecto de la coenzima Q10 como antioxidante espermatico en los

distintos niveles de vapor de nitrégeno post congelacion.

Establecer la interaccion de la aplicacion de la coenzima Q10 con los distintos

niveles de vapor de nitrégeno sobre la calidad espermatica post congelacion.

Estimar el valor costo beneficio de la coenzima Q10 como antioxidante y los
distintos niveles de vapor de nitrdgeno en el proceso de congelacién del semen

porcino.

1.4. HIPOTESIS
La coenzima Q10 al nivel de 0,04 mg/mL como antioxidante en el semen porcino
asociado a un nivel de 5 cm de vapor de nitrégeno, beneficia la calidad

espermatica en el proceso de congelacion.



CAPITULO II. MARCO TEORICO
2.1. CARACTERISTICAS GENERALES DEL CERDO

Desde tiempos prehistoricos el ser humano empez6 a consumir carne de los
diferentes tipos de animales que conseguia al cazar, entre ellos se encontraba
el cerdo, la evidencia arqueoldgica hallada, data de que hace unos 40 millones
de afos, que los cerdos fueron domesticados a partir de su ancestro, el jabali

(Ballina y Bencomo, 2010).

También, refieren que los cerdos, al igual que los jabalies, sus ancestros,
obtenian su comida del bosque entre raices e insectos, pero a medida que se
extendia la poblacion los cerdos se quedaban sin territorio para su alimentacion,
lo que hizo que los ganaderos, los confinaran y asi agregar en la dieta lo que

sonverduras y desechos de mesa.

2.2. CLASIFICACION TAXONOMICA DEL CERDO
Huayhua (2005), hace referencia a Vieites (1997), el cual ratifica que el cerdo

tiene la siguiente clasificacion taxonomica:

Reino Animal

Tipo Cordados
Subtipo Vertebrados
Clase Mamiferos
Orden Ungulados
Suborden Artiodactilos
Familia Suideos
Subfamilia Suinos
Genero6 Sus

Especie Sus vita tus, Sus scrofa, Sus mediterraneus

2.3. ANDROLOGIA PORCINA

Rodriguez (2013), argumenta que al realizar un examen androldgico especifico
donde se deben tener en cuenta diferentes factores como la raza, edad, nivel
nutricional, manejo, interaccion social, factores ambientales, enfermedades

intercurrentes etc, ya que estos factores pueden afectar la fertilidad y la



productividad; y que todo esto esta relacionado a el estado de salud general que
se encuentre el cerdo y especificamente las funciones del sistema endocrino y
asi mismo de sus drganos genitales (testiculos, tracto genital, glandulas

accesorias).

Ademas, argumenta que para la seleccion del reproductor es indispensable que
el verraco cumpla algunos lineamientos de evaluacion, lo que influira
directamente en desempefio reproductivo y en el porcentaje de fertilidad, los
organos sexuales masculinos, compuestos por un conjunto de segmentos
ubicados uno a continuacion del otro, los cuales son encargados de la formacion,
maduracion, transporte y trasmision de las células germinales y de las células

del semen, se clasifican en genitales primarios y genitales secundarios.

2.4. ORGANOS SEXUALES PRIMARIOS

2.4.1. TESTICULOS

Los testiculos son dos glandulas las cuales estan adheridas de forma vertical al
tren posterior, en su mayoria estdn conformados por los tibulos seminiferos los
gue se asemejan a una red intrincada de conductos en los que se producen los
espermatozoides (esperma), ha este proceso de denomina espermatogénesis,
también elaboran la hormona de la testosterona, ya que esta hormona es la
encargada de determinar el desarrollo, mantener las reacciones sexuales del

macho y de los caracteres sexuales secundarios (Williams, 2013).

2.4.2. ESCROTO

Machuca y Pérez (2018), consideran que el escroto, es un saco cutaneo con
forma, tamafio y situacion anatomica se adapta a la forma del testiculo, el
escrotoconsta de una piel fina, pagable y sin pelo, bajo la capa cutanea externa
se localiza un tejido fibroelastico, llamado tunica de dartos; el cual se encarga
de regular la temperatura pasando anatomicamente por en medio de los
testiculos,de forma que el saco escrotal esta dividido en dos partes, uno para
cada glandula; se ubica suspendido inguinal, con forma ovoide, alargada y
pendular, su funcién principal es la de brindar proteccion a los testiculos y de

regular la temperatura.



2.5. ORGANOS SEXUALES SECUNDARIOS

2.5.1. EPIDIDIMO

Inatec (2018), refiere, que el epididimo es la estructura adyacente al testiculo,
gue cumple las funciones de transporte, maduracion y almacenamiento de los
espermatozoides, anatbmicamente se reconocen tres partes del mismo: cabeza,
cuerpo y cola; la cola continua con los conductos eferentes que transportan y

almacenan el semen hacia la uretra durante el proceso de la eyaculacion.

Machuca y Pérez (2018), plantean, que los espermatozoides al momento de
abandonar el testiculo son inmaduros, por lo que es necesario que pasen por
un periodo de maduracion por el epididimo, para asi tener la capacidad de

fecundacion.

2.5.2. CONDUCTO DEFERENTE

Es un tubo muscular que al momento de la eyaculaciébn expulsa a los
espermatozoides al exterior desde el epididimo hacia el conducto eyaculador;
el conducto deferente empieza desde la cola del epididimo, atraviesa por el
conducto inguinal que parte desde el cordon espermatico y el anillo inguinal
interno, con direccion caudal separado de los vasos y nervios (Machuca y Pérez,
2018).

2.5.3. VESICULAS SEMINALES

De acuerdo con Williams (2013), las vesiculas seminales, son érganos pares
ubicados lateralmente en la parte terminal de cada conducto deferente, en el
verraco son relativamente difusas, grandes y lobuladas, las vesiculas son las
encargadas del mayor volumen del liquido en el plasma seminal, asi mismo
secretan altos niveles de fructosa y &cido citrico como la ergotionina, inositol,
diversos aminoacidos y glicerylforylcolina, los que son utilizados como sustratos

de energia por los espermatozoides eyaculados.

2.5.4. PROSTATA

La prostata es una pequefia protuberancia transversal en forma de anillo que
rodea la uretra en la parte superior, estd ubicada al lado de las glandulas
vesiculares, se encuentra incrustada en su mayoria en la capa muscular que

rodea a la uretra, durante la eyaculacion las glandulas de la préstata segregan



sustancias alcalinas que contienen calcio y fosfatasa acida, estas secreciones
cumplen la funcion de neutralizar las secreciones acidas propias de la vagina,
asi también se pensaba que la prostata se encargaba de darle el caracteristico

olor al semen (Williams, 2013).

2.5.5. PENE

El pene cumple dos funciones: la expulsion del semen al momento de la copula
y la expulsion de la orina Inatec (2018). Especifica ademas, que en el cerdo el
pene es fibro-elastico los cuerpos cavernosos son menos desarrollados, poseen
la flexura sigmoidea o “S” peneana, la cual se distiende por la relajacién de los
musculos retractores del pene durante la ereccidén y regresa a su posicién de
descanso por la concentracién de los musculos retractores, en el cerdo no tiene
una estructura que se diferencie del cuerpo del pene, el glande en si es una

continuacion que termina en forma de tirabuzén o sacacorchos.

2.5.6. PREPUCIO

En el cerdo el prepucio es mas largo que la parte libre en la que se aloja el pene,
en la cavidad prepucial situado en un orificio estrecho por el cual se accede al
diverticulo prepucial, lo que forman dos amplias cavidades donde se almacena
una sustancia de un olor pestilente, la que resulta de la mezcla de secreciones
cutdneas en descomposicion y orina, la que sirve de lubricante para el pene

antes de la copula (Gil et al., 2018).

Inatec (2018), afirma que el prepucio es la capa de la piel que cubre el pene
flacido, forma un saco donde se almacena fluidos muy ricos en feromonas y con
una elevada contaminacion bacteriana a las que se denominan secreciones

prepuciales.

2.6. CARACTERISTICAS DE LA RAZA YORKSHIRE

2.6.1.1. APARIENCIA GENERAL

2.6.2. YORKSHIRE

En 1981 Valdez declara que la raza Yorkshire se origind a final del siglo XVIII,
surge del cruzamiento de cerdos de gran Bretafia, donde el resultado de esta
cruza se le agrego cerdos como los Leicestershire, siameses y chinos, teniendo

un gran éxito en los criaderos europeos e ingleses, de acuerdo a muchos autores



actualmente existen tres variedades del cerdo Yorkshire; una de sus ventajas de
esta raza es su capacidad maternal con una magnifica calidad de desarrollo
corporal, el Yorkshire es un animal blanco rosado, de piel fina y mucosas

despigmentadas (Chuquitarco, 2012).

2.7. PRODUCCION ESPERMATICA

Los espermatozoides procedentes del epididimo con el plasma seminal, el
semen es una suspension celular semigelatinosa que resulta de la mezcla de
secreciones de las glandulas genitales masculinas y de la secrecion testicular
almomento de la eyaculacién, el semen porcino se caracteriza por el volumen
ya que tiene mayor material gelatinoso y un extenso periodo de eyaculacion
heterogénea por la composicion del plasma y células espermaticas; la cantidad
total de semen es de 15,000 — 50,000 (Salazar, 2014).

2.8. EYACULADO Y SUS FRACCIONES

2.8.1. FRACCION PRE ESPERMATICA

La fraccion pre espermatica caracterizada por tener alto contenido bacteriano,
es transparente sin espermatozoides tiene un volumen de 10 a 15 mL y esta
constituida por las glandulas accesorias como la prostata, glandulas de Cowper
y vesiculas seminales, por lo tanto esta fraccion no es necesaria (Intriago y
Vargas, 2019).

2.8.2. FRACCION ESPERMATICA O RICA EN ESPERMATOZOIDES
Volumen entre 50 — 150 mL color blanco lechoso, tomando en cuenta que
estos factores influyen en la produccién espermética como: edad, nutricion,
raza, etc. Esta fraccibn rica en espermatozoides esta compuesta por

secreciones de laprostata y de las vesiculas seminales (Salazar, 2014).

2.8.3. FRACCION POST ESPERMATICA

Fraccion post espermatica o también conocida como fracciébn pobre en
espermatozoide es de color blanquecino transparente con un aproximado de
volumen 200 mL contiene grumos gelatinosos que vienen constituidos de las

secreciones de la prostata y glandulas de cowper (Caiza, 2009).
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2.9. CALIDAD SEMINAL

Salazar (2014), argumenta que el esperma es el resultado al momento de la
eyaculacion de una mezcla de espermatozoides que es una célula terminal que
tiene como funcion el transporte, constituido por el centriolo y el genoma nuclear,
objetivo llegar al ovocito, para ejercer esta funcion el semen tiene que poseer
estructuras especializas como: membrana plasmatica, organelos que
especifican la vaina mitocondrial, flagelo y el acrosomal; estos garantizan la

interaccion del tracto genital femenino y el ovocito y sus envolturas.

2.10. EVALUACION MACROSCOPICA

2.10.1. VOLUMEN

Segun el reporte de Intriago y Vargas (2019), refiere que el volumen del semen
es de 50 a 150 mL esto va a depender de la raza, tamafio testicular, edad y

estado fisiolégico del animal, mientras que el eyaculado es de 250 mL alrededor.

2.10.2. COLOR
Ledn (2006), publica que el color blanco cremoso o blanco lechoso, puede variar,
con una apariencia opaca lo que nos manifiesta una alta concentracion de

espermatozoides.

2.10.3. OLOR

El semen del cerdo se caracteriza por tener una ligera afectacion por las
feromonas del aparato genital, siendo su olor sui generis, en ocasiones el semen
suele estar contaminado por orina 0 secreciones prepuciales, lo que ocasiona

gue tenga un olor muy fuerte (Leén, 2006).

2.10.4. pH

El pH del eyaculado va a depender de lo que aporta las glandulas anexas, un
eyaculado recién obtenido tiene valores desde 6,4 a 7,4 pero este valor puede
variar por el tiempo, contaminacién bacteriolégica, manipulacién y concentracion

(Intriago y Vargas, 2019).

2.11. EVALUACION MICROSCOPICA
Pefiafiel (2018), en su investigacion realizada redacta que para observar la

calidad del semen se debe llevar a cabo un analisis cuantitativo laboratorial
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donde se determinaran ciertas caracteristicas espermaticas como: motilidad,

vitalidad, concentracion, aglutinacion y morfologia.

2.11.1. VITALIDAD

Se realiza la evaluacion del nimero de espermatozoides vivos, para esto se debe
de tefiir la muestra con eosina-nigrosina, un colorante que nos permitira observar
a los espermatozoides muertos con un tono rojo o rosa, mientras que a los
espermatozoides vivos no tendran ningun tipo de coloracién, para procesar una
muestra de semen su vitalidad debe de ser de un 80% con un 20% de mortalidad
funcion atravesar la membrana de los espermatozoides muertos con facilidad,
(Penafiel, 2018).

2.11.2. MOTILIDAD

La motilidad espermatica es un parametro el cual refleja la vitalidad del
eyaculado, en funcion de la cantidad de células movibles en la muestra, por lo
gue se puede ver afectada por factores exégenos como excesivo calor, luz, frio,
agentes quimicos o extrafios, para ello se tiene presente que exista un numero
de espermatozoides que no presenten movilidad al momento de la evaluacion
(Dominguez, 2018).

Es decir que tiene largo periodo de inactividad sexual se presenta una baja
motilidad y alto nUmero de espermatozoides muertos, donde su valoracion se la
realiza en el microscopio siendo esta la mas econémica forma observar la
motilidad espermatica; para esta clasificacion se tiene unos parametros a
seguir donde de cero a cinco comprende desde los espermatozoides sin
movimiento, hasta aquellos con movimientos sucesivo muy rapidos (Villa,
2020).

2.11.3. ANOMALIAS ESPERMATICAS

Las anomalias espermaticas representan cualquier modificacion, malformacién,
defectos, mutacién o disminucién de la estructura natural del espermatozoide,
gue tiene como consecuencia afectaciones sobre el funcionamiento y/o fertilidad

del esperma (Torretta et al., 2010).

2.11.4. ENDOSMOSIS CELULAR
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La endosmosis celular se trata de la difusion de fuera adentro, que se establece
al mismo tiempo que su contraria la exdsmosis, cuando dos liquidos de distinta

densidad estan separados por una membrana semipermeable.

2.11.5. MORFOLOGIA ESPERMATICA

La morfologia espermética es uno de los parametros mas importantes que se
evallan durante el analisis seminal. El analisis seminal estad compuesto tanto por
pruebas convencionales en las cuales se determina la cantidad y cualidades de
los espermatozoides como por pruebas funcionales que evalian las
caracteristicas fisiolégicas y moleculares del espermatozoide (lglesias et al.,
2019).

2.11.5.1. ESCALA DE VIGOR ESPERMATICO DE ACUERDO A LA
MOTILIDAD

Inméviles 0 muertos

Girando entre si, sin movimiento sucesivo.
Movimientos anormales, en ocasiones progresivos.
Con movimiento progresivo lento y ondulatorio.

Con movimientos progresivo rapido

a A W NN =2 O

Con movimiento progresivo rectilineo muy rapido (Veloz, 2017).

De acuerdo con Villa (2020), plantea en su investigacion que en el verraco se
evalla la motilidad espermaética individual para ello, se debe tener presente que
la motilidad va a depender de la temperatura de la muestra, la que tiene que
serde 37°C, por lo que la valoracién debe ser rapida para evitar el enfriamiento
de la muestra, ya que la valoracion de la motilidad permite excluir los
eyaculados con baja viabilidad, que tiene como un rango no recomendable

utilizar uneyaculado < 50% de motilidad.

Un grupo de cientificos han debatido sobre uno de los primeros descubrimientos
mas relevante y longevo de la historia, la cual data desde 1677, cuando Anton
van Leeuwenhoek mir¢ a través de su microscopio su propio semen, al hacerlo
se convirtid en la primera persona en observar las células reproductoras, a las
gue denominé animalculos, los cuales tenian movimiento de serpiente o de una

anguila nadando (Cara, 2020).
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El mismo autor redacta que actualmente los cientificos aseveran que los
espermatozoides no se mueven simplemente moviendo sus colas de un lado
para el otro como se conocia, si no que los espermatozoides realizan un
complejo bailoteo en tres dimensiones de rotacion y giro lo que hace una ilusiéon
Optica que pareciera que agitan sus colas cuando son observados a través del

microscopio tradicional.

2.11.6. AGLUTINACION

Penafiel (2018), refiere que este fendmeno se lo observa mayormente en los
eyaculados frescos y en los recién diluidos donde se da mayor concentracion de
espermatozoides vivos o0 muertos, los cuales estan unidos a las células
epiteliales o unidos entre si, la aglutinacidon se puede dar por diferentes factores
como; presencia de gran cantidad de células epiteliales, mala calidad
espermatica, contaminaciéon del eyaculado y alteracion del pH en plasma
seminal, las que se asocian a procesos inflamatorios o alteraciones en las

glandulas accesorias.

2.11.7. CONCENTRACION

Segun Pefiafiel (2018), asevera que la concentracion es un parametro importante
en la evaluacion espermatica, por ello se la expresa con el numero de
espermatozoides por mL, para poder determinar la concentracién espermatica
del eyaculado se la realiza con una camara de Burker o una camara de Neubauer
con el semen diluido, por lo que debe haber una concentracion de
espermatozoides de unos 4.000M lo que haria una dosis seminal de unos
100mL.

Salazar (2014), reporta que la concentracion es un parametro fundamental para
la determinacién del nUmero de espermatozoides, ya que de esta forma se puede
determinar el volumen del eyaculado para asi determinar la cantidad de dosis

seminales.

2.12. ENVEJECIMIENTO CELULAR
En 1956 el Dr. Denhan Harman de la universidad de Nebraska fue el primer
investigador en referirse que los radicales libres causan el envejecimiento

celular, ya que se caracteriza por la disminucion de funciones fisiologicas, esto
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lleva a la morbilidad y muerte, este proceso es controlado por una combinacién

de factores ambientales y genéticos (Criado y Moya, 2009).

También, publica que en condiciones normales existe un equilibrio en los
radicales libres y neutralizacién de los sistemas de defensas antioxidantes,
pero la sobreproduccién de radicales libres y deficiencia de los sistemas de

antioxidantes produce el estrés oxidativo y dafa la célula.

2.13. ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo en los espermatozoides, se refiere al dafio que estos puedan
sufrir en su integridad de sus componentes estructurales y fisiolégicos, lo que
tiene un efecto relacionado con la disminucion en su capacidad fecundante
posterior a la eyaculacion, que forman grandes cantidades de especies reactivas

al oxigeno, lo que ocasiona el estrés oxidativo (Cérdova et al., 2009).

La produccion de semen porcino se caracteriza por su alta proporcion de
acidosgrasos poliinsaturados de cadena larga que se pueden oxidar facilmente,
gue requiere de antioxidante que sea eficaz, las alteraciones en el semen
determinanel estrés oxidativo asociado con la produccién excesiva de (ROS);
esto altera laintegridad del ADN del semen y limita la fertilidad de las células,
deja como consecuencia un dafio en las proteinas y lipidos de su membrana

plasmatica (Hernandez et al., 2015).

La sensibilidad del semen al estrés oxidativo pero tiene un sistema antioxidante
en el plasma seminal e intracelular, estos estan agrupados para neutralizar los
efectos toxicos de los reactivos de oxigeno (ROS); a lo largo de la fase de
enfriamiento en la congelacion y pos descongelacion, disminuye la
concentracion de la enzima llamada dismutasa (SOD), deja expuestos los

espermatozoides a la accion de los radicales libres (Flores et al., 2018).

Los mismos autores refieren, que la preservacion de semen porcino es limitada
ya que los espermatozoides de esta especie son especialmente sensibles a
temperaturas menores a 15°C, las cuales generan dafios en la membrana
plasmatica y en el acrosoma, que afecta la viabilidad y funcionalidad del
semen; A estos efectos se han relacionado con la produccion excesiva de

Radicales
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Libres (RL) en el espermatozoo, lo que en altas concentraciones generan
estrés oxidativo estrés oxidativo (EO) y ocasiona cambios celulares como la

lipoperoxidacion de la membrana plasmatica.

Finalmente destaca que la situacibn a la que el espermatozoide es
particularmente susceptible, debido a los acidos grasos polinsaturados en la
membrana plasmatica que se encuentran en altas concentraciones, asi como los
espermatozoides son sensibles al estrés oxidativo, asi mismo cuentan con un
sistema antioxidante en el plasma seminal e intracelular, los cuales estan
arménicamente acoplados para contrarrestar los efectos téxicos de las Especies
Reactivas de Oxigeno (EROS) dentro del sistema antioxidante enzimatico del

semen destaca la Superoxido Dismutasa (SOD).

2.14. CRIOCONSERVACION ESPERMATICA

Williams et al (2015), plantean que el semen porcino es apto al dafio peroxidativo
provocado por el proceso de criopreservacion, esto se da por la proporcion de
acidos grasos poliinsaturados que se encuentran en sus membranas; la calidad
en que los espermatozoides pierden movilidad in vitro se relaciona con la tasa
de Peroxidacion lipidica que estos sufren; los antioxidantes son sustancias que
muchas veces se encuentran presentes en bajas concentraciones con respecto

a los sustratos oxidables estos retrasan o eliminan la oxidacién de dicho sustrato.

El semen porcino es sensible al frio cuando es sometido a temperaturas bajas
15°C lo que causa dafios en su membrana plasmatica y acrosomica a
consecuencia del estrés oxidativo por la formacion de cristales de hielo; en la
crioconservacion los dafios son mayores ya que deteriora el citoesqueleto,
perjudica el ADN e incrementa la oxidacion celular, produce pérdidas de
enzimas, todas estas alteraciones afectan la viabilidad y funcionalidad de la

célula espermatica (Sanchez, 2007).

Ademas, ratifica que en el afo de 1949 se inicia la congelacion de
espermatozoides de una forma experimental y de una manera preventiva, los
mismos que serian usados mas tarde en inseminacion artificial (1A), en el mismo
afio Polge y colaboradores realizaron practicas con espermatozoides de toros

dando muy buenos resultados, en cuanto a la resistencia al frio lo que ayudoé a
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la obtencion de parto en vacas inseminadas artificialmente con semen
descongelado, lo que hizo que se difunda rapidamente esta técnica de mejora

en la produccion.

En una investigacion realizada por Carpio et al. (2008) reportan, que en este
trabajo, para la congelacion del semen se usaron dos métodos de congelacion:
primer método fue la congelacién de semen en pajillas: donde se equilibraba el
semen por 2 horas a 5°C, luego se procede a vaciar el semen en las pajillas de
0.5 ml, sellandolas con alcohol poli vinilico; las cuales se colocaron sobre una
bandeja de rejillas, la cual fue puesta a 7cm de la superficie del nitrégeno liquido,

en una caja de Tecnopor de 25 de largo, 20 de ancho y por 15 de alto.

También reportan, que una vez que sellaron completamente y se conservd
durante 10min, para que el vapor de nitrégeno enfriara y congelara las pajillas
de semen, luego de los 10min fueron sumergidas en nitrégeno liquido para su

posterior almacenamiento en las canastillas del tanque criogénico.

Finalmente concretan que el segundo método fue la congelacion de semen en
pallets: se usaron hoyuelo forzados de 0,25 ml con un bloque de hielo seco en
la superficie, y asi mismo como en el anterior proceso de congelacién se llevo
alsemen aun punto de equilibrio de 5°C, donde en cada agujero se mantuvo

por 2min lo que permitié que se congele el semen.

2.15. ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes se especifican como cualquier molécula que pueden evitar o
prevenir la oxidacion (pérdida de uno o mas electrones) de otras moléculas, el
cargo de los antioxidantes es de donar electrones, para asi retardar el desarrollo
de una reaccién oxido-reduccion en cadena, es decir que sacrifica su estructura
molecular para eliminar dafios en sustratos bioldgicos; los antioxidantes se
clasifican en enzimaticos, no enzimaticos, liposolubles e hidrosolubles, esta
clasificacion va a depender de su mecanismo de accion y solubilidad en el agua
(Cabello, 2015).

De igual forma corrobora, que como sistema protector y evitar el dafio oxidativo

estan los tejidos y células, éstas logran mantener un equilibrio funcional en el
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ambiente aerdbico, los antioxidantes se constituyen en niveles de proteccion:

prevencion, intercepcion y reparacion.

Por ultimo, especifica que se encuentran los antioxidantes preventivos como
primera linea de defensa (proteinas secuestradoras de metales) los que
destruyen la formacion de radicales libres, éstos tienen la capacidad de destruir
la iniciacion de cadena (urato, albumina, vitamina C o acido ascorbico) y asi
eliminar e incitar la finalizacion de la reaccién en cadena (vitamina E o a-
tocoferol, carotenos, polifenoles, ubiquinol) y en las enzimas de reparacion, éstas
subsanan el daflo y ayudan a reparar los tejidos (proteasas, enzimas

reparadoras de ADN, fosfolipasas, transferasas).

2.16. COENZIMA Q10

Conforme a Criado y Moya (2009) definen que la coenzima Q10 es un
antioxidante liposoluble derivada de la dieta, que protege el ADN de los radicales
libres e impide la peroxidacion lipidica, se encuentra en todas las células del
cuerpo, es sintetizado por el organismo a partir de tirosina, fenilalanina y acetil
CoA, esta presente en todas las membranas celulares en especial en la
mitocondria, participa en la cadena de respiracion aerébica; al mismo tiempo

produce anticuerpos.

La coenzima Q10 es una molécula que se encuentra en todas las células del
cuerpo pero de manera reducida (ubiquinol) u oxidada (uboquinona); de manera
principal se presenta en las células de las mitocondrias, estas son las que se
encargan de innovar la energia de los nutrientes absorbidos en moléculas
energéticas adenosina trifosfato (ATP), estas deben cumplir con sus funciones

necesarias para las células (Tello, 2016).

De la misma manera reporta en su blog, que la coenzima Q10 en dosis
adecuadas es necesarias dentro de las mitocondrias, ya que participan
directamente en la generacion de ATP y otra de sus funciones es que como
moléculas bioenergéticas protege la célula del estrés oxidativo causado por
ROS, estas dafian las estructuras y moléculas que son importantes para la célula

como la bicapa lipidica y el ADN.
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Dicha coenzima participa en la regulacion de redox, se encuentra en la cadena
de transporte de electrones, protege la célula del dafio oxidativo que puede
ocasionar agentes intrinsecos o extrinsecos, también es el encargado de cuidar
la célula de la membrana plasmaética, las lisosomas y el reticulo endoplasmatico;
todas estas membranas tienen elementos que protegen la célula (Intriago y
Vargas, 2019).

También refieren, que otro de los roles de la coenzima Q10 es de antioxidante
en las membranas y lipoproteinas plasméaticas, pues estas reaccionan
directamente frente a radicales de oxigenos, lipoperéxidos previene el dafio
gue esta les causa a las moléculas en tejidos y células; de manera indirecta
otros antioxidantes como la vitamina E y C considerados como primer

antioxidante lipofilico endégeno sintetizado en los organismos vivos.

De igual manera, argumentan respecto a la adicién de la coenzima Q10 como
antioxidante en el semen porcino, en su investigacion ejecutada, que luego de
realizada la colecta seminal del verraco, se prepararon 21 muestras con 50 mL
distribuidas en 3 tratamientos con diluyente de Beltsville Thawing Solution (BTS)
para la adicion de la coenzima Q10 en concentraciones de 0,02 mg/ml; 0,04

mg/ml; 0,06 mg/ml.

Finalmente concluyen que los mejores resultados obtenidos fueron 0,04 mg/mly
0.06/mg/ml ya que la coenzima Q10 como antioxidante en la refrigeracion del
semen porcino no tiene efectos negativos sobre las células espermaticas, esto
permite ampliar el tiempo de preservacion, el semen diluido con coenzima Q10
no se evidencid anomalias en los rangos requeridos por esta investigacion
realizada, en cuanto a motilidad, normalidad y vitalidad; esto convierte esta
exploracion en una alternativa favorable para la reproduccion porcina, puesto

gue no afecta la calidad del semen refrigerado.



CAPITULO lIl. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION

3.1.1. LOCALIZACION GEOGRAFICA

La siguiente investigacion se realizara en los predios de la Unidad de Docencia
Investigacion y Vinculacion (UDIV) Laboratorio de Biotecnologia de la
Reproduccion de la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi
Manuel Félix Lopez (ESPAM-MFL) en el sitio El Limon, canton Bolivar, situado
geograficamente entre las coordenadas 0° 49’ 23” latitud sur; 80° 11’ 01” longitud

oeste y una altitud de 15 msnm.

Imagen 3.1. Ubicacion satelital de la ubicacion de la unidad de docencia e investigacion y
vinculacion Hato Porcino ESPAM MFL

Restaurant“ i
Tipico'El Limén %

Facultad de Clenmas

Vetennanas ESF{AM,,,
)

1
CARRERADE
){ ’ x}m {ll\?(‘;%NlERm

FUENTE Google maps (2022)

3.1.2. CARACTERISTICAS CLIMATICAS
Las caracteristicas climaticas del sitio ElI Limon, de la parroquia Calceta

ubicadaen el cantén Bolivar de la Provincia de Manabi son:
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Cuadro 3.1. Caracteristicas climaticas

Variables Valor
Precipitacion media anual 996,7 mm
Temperatura media anual 26,05 °C

Humedad relativa anual 81,40%
Heliofania anual 1109,80 Horas/sol
Evaporacion anual 1256,30 mm

FUENTE: Estacién Meteorolégica de la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi “Manuel Félix Lépez”
(2019).

3.2. METODOS Y TECNICAS

3.2.1. METODOS

Método inductivo: Se enfoc6 en comprobar la hipotesis planteada, sobre el mejor
nivel de coenzima Q10 (0,04) al nivel de 5 cm de vapor de nitrégeno, y se

esperaobtener el mejor resultado en cuanto a la calidad espermética.

Método analitico: se emple6 para el andlisis de los efectos de los distintos

nivelesde coenzima Q10 y vapor de nitrégeno en la calidad espermaética.

Método estadistico: se empledé el andlisis de varianza, previamente se
comprobaron los supuestos de normalidad de los datos (Prueba de Shapiro-
wilks) y homogeneidad de varianzas (Prueba de Bartlett). Las diferencias
estadisticas registradas en los factores principales e interacciones contaron con
las comparaciones de medias multiples empleando la técnica de Tukey al nivel

de significancia del 5%.

3.2.2. TECNICAS
Técnica de medicién: Mediante la temperatura en que se sometieron las pajillas
a (5cm, 10cm y 15 cm) de vapor de nitrogeno. Técnica de observacion:

recoleccion de datos y con el microscopio de platina térmica.

3.3. DURACION DEL TRABAJO
El trabajo de investigacibn de campo tuvo una duracién de siete meses,

arrancando el 21 de noviembre del 2021 al 28 de junio del 2022.
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3.4. FACTORES DE ESTUDIO
Niveles de nitrogeno (5, 10, 15¢cm).
Coenzima Q10 (0,04 mg/ml y 0.06 mg/ml).
Semanas (4)

3.5. TRATAMIENTOS

Para la evaluacion del semen del cerdo Yorkshire x Topping F1, se empleo la
coenzima Q10 como antioxidante en el semen porcino y tres niveles de vapor de
nitrégeno (5, 10,15 cm), fueron constituidos por BTS (diluyente de 3 dias mas la
adicion de 0,04 — 0,06mg/ml CoQ10). Los tratamientos para esta investigacion

son los siguientes:

Cuadro 3.2. Esquema de los tratamientos

TRATAMIENTOS DESCRIPCION

BTS (diluyente de 3 dias+CoQ10

T1 DIN1 0,04mg)

R1 Vapor de Nitrégeno 5 cm

BTS (diluyente de 3 dias+CoQ10

T2 DIN2 R1 Vapor de Nitrégeno 10 cm

0,04mg)

T3 DIN3 BTS (diluyente de 3 dias+CoQ10 R1 Vapor de Nitrégeno 15 cm
0,04mgq)

T4 D2N1 BTS (diluyente de 3 dias+CoQ10 R1 Vapor de Nitrégeno 5 cm
0,06mq)

T5 D2N2 BTS (diluyente de 3 dias+CoQ10 R1 Vapor de Nitrégeno 10 cm
0,06mq)

T6 D2N3 BTS (diluyente de 3 dias+CoQ10 R1 Vapor de Nitrégeno 15 cm

0,06mq)

3.5.1. ARREGLO DE TRATAMIENTOS

La investigacion se organizé en un disefio de bloques completamente al azar
(DBCA), con un arreglo de tratamientos bifactorial (2 x 3), en el que el factor A,
es la coenzima Q10 (0,04 y 0,06mg/mL), el factor B, vapor de nitrégeno (5cm,
10cm, 15cm) y el criterio de bloqueo considerado fueron las semanas la

extraccién del semen (1, 2, 3, 4).

Se empleo el siguiente modelo estadistico:
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Yijkl=ﬂ+Ai+Bj+Ck+A ><B><C(ijk)AXB(ij)-l-BXC(jk)+AXC(ik)+Bloque(l)+€(ijkl) [3.1]
Donde:

Yiji1: Observacion I -ésimo del i -ésimo nivel del factor 4, la j -ésimo nivel delfactor
B y la k -ésimo nivel del factor C, en el I -ésimo bloque

u: Media poblacional

Ai: Factor del i-ésimo nivel del factor A (Niveles de coenzima Q10) i = 0,04 -
0,06 mg/ml

Bj: Factor del j -ésimo nivel del factor B (Niveles de vapor de nitrégeno) j = 5cm
—10cm — 15cm

ck: Factor del k -ésimo nivel factor € (Razas) k = Pietrain y Yorkshire

A x B x k). Efecto de la interaccion de segundo orden del i-ésimo nivel del

factor A por el j-ésimo nivel del factor B y por el k-ésimo nivel del factor C.

A x (). Efecto de la interaccion de primer orden del i-ésimo nivel del factor Ay

por el j-ésimo nivel del factor B.
B x (jx): Efecto de la interaccion de primer orden del j-ésimo nivel del factor B
y por el k-ésimo nivel del factor C.

A x k). Efecto de la interaccion de primer orden del i-ésimo nivel del factor A

y por el k-ésimo nivel del factor €
Bloquq): Efecto del I-ésimo bloque (semana) Il =1y 2

ajkl). Efecto aleatorio o error experimental con media cero y varianza comun.
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ESQUEMA DE ANALISIS DE VARIANZA
Cuadro 3.3. Esquema del ADEVA

Fuentes de variacion Grados de libertad
Tratamientos 5
Factor A coenzima Q10 1
Factor B vapor de nitrégeno 2
AxB 2
Error experimental 12
Total 17

UNIDAD EXPERIMENTAL

Se utiliz6 como unidad experimental el cerdo Yorksihre x Topping F1 durante

cuatro semanas, evaluado en cada nivel de coenzima Q10 y los distintos niveles

de vapor de nitrégeno por un total de 24 observaciones.

3.8. VARIABLES EN ESTUDIO
3.8.1. VARIABLES INDEPENDIENTES

Vapor de nitrégeno

Coenzima Q10

Semanas (4)

3.8.2. VARIABLE DEPENDIENTE

Vitalidad del semen (porcentaje)

Motilidad del semen (porcentaje)

Normalidad del semen (porcentaje)

Borde Apical Normal (NAR) (Estructura morfoldgica integras)

Gota

citoplasmatica (GCs) (Presencia de gota citoplasmatica en

espermatozoide).
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Borde apical dafiado (DAR) (Estructura morfolégica dafiada del borde apical).
Costo beneficio (dolares americanos).

3.9. ANALISIS ESTADISTICO

La variabilidad de los datos observados como consecuencia del efecto de los
factores fue evaluada a través del andlisis de varianza, previamente se comprobé
los supuestos de normalidad de los datos (Prueba de Shapiro-wilks) y
homogeneidad de varianzas (Prueba de Bartlett). Las diferencias estadisticas
registradas en los factores principales e interacciones contaron con las
comparaciones de medias multiples empleando la prueba de Tukey al 5% de

significancia.

Se emplearon algunas técnicas de estadistica descriptiva como la medida de
tendencia central (media) y medidas de dispersién (desviacion estandar, error
estandar de la media, coeficiente de variacién y valores maximos y minimos).
Los analisis anteriormente mencionados se efectuaron en el software estadistico
InfoStat version estudiantil (2017) (Balzarini et al., 2010). Los resultados
obtenidos fueron tabulados y graficados con la finalidad de expresar el

cumplimiento de los objetivos previstos en la investigacion.

3.10. PROCEDIMIENTO

Se selecciond el varraco ya entrenado (dos afios de edad) y se procedio a depilar
(tijeras) los bellos prepuciales y desinfeccion (diglocutano de clorhexidina al 5%
Hibimax® diluida con agua bidestilada) de la zona genital para proceder a la
colecta seminal. Para este fin se empled un envase plastico (BoarMatic®) con
capacidad maxima de 500 mL y un embudo, al que se le colocaron dos capas de

gasa estéril para filtrar los granulos de tapioca.

El método aplicado fue el de la mano enguantada (guante de latex sin nitrilo) y
dilucion con el agua bidestilada, luego se evaluaron las caracteristicas
precursoras de la calidad espermatica (volumen, olor, color, concentracion,
vitalidad, mortalidad). Para efectos de garantizar la calidad seminal, se procedio
a tomar la primera fraccion del eyaculado (10 ml) con una concentracién de 700

x 106, desechando el residuo del eyaculado.
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Olor: a través del sentido del olfato se procedié a detectar el olor sui generis del

semen porcino, con base a lo descrito por (Ledn, 2006).

Volumen: se midi6é con una balanza digital Camry ACS-30-JE31 a través del uso
de una funda de dilucion de colecta con el material seminal. El volumen
tambiénse midio en relacion 1g — 1 ml del eyaculado, fue la forma como se

determind lacantidad empleada para el procedimiento.

Después se valord la concentracion esperméatica en la camara de Spermacue
(marca Minitube®) de procedencia Estados Unidos. Se realizé una dilucion
1/100, para ello se coloc6 1 mL de semen en 100 de solucion salina, se
utilizé

15 microlitros en micro cubeta de evaluacibn Spermacue que después se
procedio al conteo de las células espermaticas.

particulas contadas X 1000 X volumen total seminal
SC (mm?2) PC (mm)x FD

Espermatozoide/ml = [3.2]

SC: superficie contada, PC: profundidad de la camara, FD factor de dilucién.

Vitalidad y mortalidad de los espermatozoides se utiliz6 colorante eosina —
nigrosina, se realizé el frotis, se dejé secar por unos minutos, después se
procedi6 a evaluar la muestra en el microscopio de platina térmica scientific led
Q200A. En este proceso los espermatozoides tefiidos de colorante se
consideraron muertos y los no teflidos se denominaron vivos, para obtener el
porcentaje se contaron 100 células dispersas en la placa y se utilizé la siguiente
formula:

Espermatozoides Vivos*100 Celulas espematicas
100

Mortalidad = [3.3]

El siguiente paso fue el proceso de estabilizacion hasta los 5°C de temperatura,
llenado de las pajillas o ecopajuelas de 0.50 ml luego otra evaluacion posterior a
la estabilizacion, de ahi se sometidé a vapor de nitrégeno (5, 10, 15 cm). Una

vez
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gue efectuados todos estos pasos, se repitio la evaluacion espermatica desde el

inicio para verificar la calidad espermatica.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. VITALIDAD DEL SEMEN

En el cuadro 4.1., se representan los resultados del analisis de varianza para la
variable vitalidad del semen en términos porcentuales. El p-valor registrado es
de 0.0001, inferior que 0.05, en consecuencia, existen diferencias estadisticas
altamente significativas entre los tratamientos estudiados. El coeficiente de

variacion evidenciado es de 7.63.

Cuadro 1.1. ADEVA para variable vitalidad del semen (%)

F.V. sC gl CM F cv p-valor
Modelo 598.18 5 119.64 21.2 7.63 <0.0001
Tratamientos 598.18 5 119.64 21.2 <0.0001 **
Error 101.56 18 5.64
Total 699.74 23

En el cuadro 4.2., se dispone la prueba de Tukey al 5% de significancia,
registrando cinco categorias estadisticas diferentes. En la categoria A se
encuentra el tratamiento D2N1 (diluyente+CoQ10 0,06mg+ 5 cm de vapor de
nitrégeno) con 40.63% de vitalidad del semen, fue el que super6 a los demés

tratamientos al considerar que registrd el mejor promedio de vitalidad del semen.

La categoria B le corresponde al tratamiento D1N1 (diluyente+CoQ210 0,04mg+
5 cm de vapor de nitrégeno) con el 33.75%, seguido por el tratamiento D2N2
(diluyente+Co0Q10 0,06mg+ 10 cm de vapor de nitrdgeno) con el 31.25% en la
categoria BC. En la categoria CD aparece el tratamiento DI1N2
(diluyente+CoQ10 0,04mg+ 10 cm de vapor de nitrégeno) y D2N3
(diluyente+CoQ10 0,06mg+ 15 cm de vapor de nitrdgeno) con el 28.13 y 27.5%
respectivamente. Finalmente, en la categoria D se encuentra el tratamiento
D1N3 (diluyente+CoQ10 0,04mg+ 15 cm de vapor de nitrégeno) con el 25.63%

de vitalidad del semen.
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Cuadro 4.2. Prueba de Tukey al 5% de significancia para variable vitalidad del semen (%)

Tratamientos Medias n EE Categoria
D2N1 40.63 4 1.19 A
D1N1 33.75 4 1.19 B
D2N2 31.25 4 1.19 BC
D1N2 28.13 4 1.19 CD
D2N3 27.5 4 1.19 CD
D1N3 25.63 4 1.19 D

Tratamientos con letras iguales no difieren de acuerdo a Tukey al 5%

Cabe destacar que a pesar de que el D2N1 fue el tratamiento con mayor
porcentaje de vitalidad, este resultado no llena las expectativas productivas por
no conservar la totalidad del semen, y en caso de aplicarse a nivel comercial,
se producirian pérdidas por el porcentaje de mortalidad del material

espermatico.

4.2. MORTALIDAD DEL SEMEN

En el cuadro 4.3., se detallan los resultados del analisis de varianza para la
variable mortalidad del semen en términos porcentuales. El p-valor registrado es
de 0.0001, inferior que 0.05, en consecuencia, existen diferencias altamente
significativas entre los tratamientos evaluados. El coeficiente de variacion

evidenciado es de 3.45.

Cuadro 4.3. ADEVA para variable mortalidad del semen (%)

F.v. SC gl CM F Ccv p-valor
Modelo 598.18 5 119.64 212 3.45 <0.0001
Tratamientos 598.18 5 119.64 212 <0.0001 **
Error 101.56 18 5.64
Total 699.74 23

NS: No hay diferencias entre los tratamientos. **Hay diferencias altamente significativas.

En el cuadro 4.4., se expone la prueba de Tukey al 5% de significancia,
registrando cinco categorias estadisticas diferentes. En la categoria A se
encuentra el tratamiento D1IN3 (diluyente+CoQ10 0,04mg+15 cm de vapor de
nitrégeno) con el 74.38% de mortalidad del semen. En la categoria AB se halla
el tratamiento D2N3 (diluyente+CoQ10 0,06mg+ 15 cm de vapor de nitrdgeno)
y tratamiento D1N2 (diluyente+CoQ10 0,04mg+ 10 cm de vapor de nitrdgeno)
conel 725 y 71.88% de mortalidad respectivamente. La categoria BC le
correspondeal tratamiento D2N2 (diluyente+CoQ10 0,06mg+ 10 cm de vapor

de nitrégeno)
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con el 68.35%, seguido de la categoria C que es ocupada por el tratamiento
D1N1 (diluyente+CoQ10 0,04mg+ 5 cm de vapor de nitrégeno) con el 66.25% y
el tratamiento D2N1 (diluyente+CoQ10 0,06mg+ 5 cm de vapor de nitrGgeno)
gue obtuvo la categoria D reporté el menor valor entre los tratamientos con el
59.38% de mortalidad del semen, éste resultado no llena las expectativas
productivas por no conservar la totalidad del semen, y, en caso de aplicarse a
nivel comercial, generara con respecto a la relacién productivo y econémico, por

el porcentaje de mortalidad del material espermaético.

Cuadro 4.4. Prueba de Tukey al 5% de significancia para variable mortalidad del semen (%)

Tratamientos Medias n EE Categoria
D1N3 74.38 4 1.19 A

D2N3 72.50 4 1.19 AB

D1N2 71.88 4 1.19 AB

D2N2 68.75 4 1.19 BC

D1N1 66.25 4 1.19 C

D2N1 59.38 4 1.19 D

Tratamientos con letras iguales no difieren de acuerdo a Tukey al 5%

MOTILIDAD MASAL

En el cuadro 4.5., se evidencian los resultados del andlisis de varianza para la
variable motilidad masal del semen en términos porcentuales. El p-valor
registrado es de 0.6691, superior que 0.05, en consecuencia, existen diferencias
estadisticas no significativas entre los tratamientos evaluados. El coeficiente de

variacion registrado es de 0.64.

Cuadro 4.5. ADEVA para variable motilidad masal

F.V. SC gl CM F cv p-valor
Modelo 1,21 5 0,2417 0,6444 0.64 0,6691
Tratamientos 1,21 5 0,2417 0,6444 0,6691 NS
Error 6,75 18 0,3750
Total 7,96 23

NS: No hay diferencias entre los tratamientos.

4.3. BORDE APICAL NORMAL (NAR)
En el cuadro 4.6., se evidencian los resultados del analisis de varianza para la
variable borde apical normal (NAR) del semen en términos porcentuales. El p-

valor registrado es de 0.052, superior que 0.05, en consecuencia existen
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diferencias estadisticas no significativas entre los tratamientos evaluados. El

coeficiente de variacion registrado es de 4.37.

Cuadro 4.6. ADEVA para variable borde apical normal (%)

F.V. SC gl CM F Ccv p-valor
Modelo 625 5 125 2.73 4.37 0.052
Tratamientos 625 5 125 2.73 0.052 NS
Error 825 18 45.83
Total 1450 23

NS: No hay diferencias entre los tratamientos.

4.4. BORDE APICAL DANADO (DAR)

En el cuadro 4.7., se describen los resultados del analisis de varianza para la
variable borde apical dafiado (DAR) del semen en términos porcentuales. El p-
valor registrado es de 0.0001, inferior que 0.05, en consecuencia, existen
diferencias altamente significativas entre los tratamientos evaluados. El

coeficiente de variacion registrado es de 5.79.

Cuadro 4.7. ADEVA para variable borde apical dafiado (%)

F.V. SC gl CM F Ccv p-valor
Modelo 1262.5 5 2525 33.05 5.79 <0.0001
Tratamientos 1262.5 5 2525 33.05 <0.0001**
Error 137.5 18 7.64
Total 1400 23

**Hay diferencias altamente significativas.

En el cuadro 4.8., se observa lo reportado en la prueba de Tukey al 5% de
significancia, en que se evidencian cinco categorias estadisticas diferentes. En
la categoria A se encuentra el tratamiento D2N1 (diluyente+CoQ10 0,06mg+ 5
cm de vapor de nitrdgeno) con el 30% del borde apical del semen dafiado. La
categoria B le corresponde al tratamiento D1N1 (diluyente+CoQ10 0,04mg+ 5
cm de vapor de nitrégeno) con el 21.25%, seguido por el tratamiento D2N2

(diluyente+Co0Q10 0,06mg+ 10 cm de vapor de nitrégeno) con el 20%.

En la categoria C aparece el tratamiento D2N3 (diluyente+CoQ10 0,06mg+ 15
cm de vapor de nitrégeno) con el 13.75%, en la categoria CD esta el
tratamiento DIN2 (diluyente+CoQ10 0,04mg+ 10 cm de vapor de nitrdgeno)
con el 27.5%, vy, finalmente, en la categoria D se encuentra el tratamiento
DIN3
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(diluyente+CoQ10 0,04mg+ 15 cm de vapor de nitrégeno) que supero a los

demas tratamientos con el 7.5% del borde apical de semen dafado.

Cuadro 4.8. Prueba de Tukey al 5% de significancia para variable borde apical dafiado (%)

Tratamientos  Medias N EE Categoria
D2N1 30.00 4 1.38 A

D1N1 21.25 4 1.38 B

D2N2 20.00 4 1.38 B

D2N3 13.75 4 1.38 C

D1N2 12.50 4 1.38 CD

D1N3 7.50 4 1.38 D

Tratamientos con letras iguales no difieren de acuerdo a Tukey al 5%

No obstante de que el D1IN3 fue el tratamiento con menor incidencia de borde
apical dafiado (7,50%), teniendo menor porcentaje entre los tratamientos, este
resultado no llena las expectativas productivas por no conservar la totalidad del
semen, y, en caso de utilizarse a nivel comercial, se trabajaria a pérdida,

debidoal porcentaje elevado de borde apical dafiado del espermatozoide.

4.5. GOTA CITOPLASMATICA PROXIMAL (GCS)

En el cuadro 4.9 se muestran los resultados del andlisis de varianza para la
variable gota citoplasmatica proximal (GCS) del semen en términos
porcentuales. El p-valor registrado es de 0.4339, superior que 0.05, en
consecuencia, existen diferencias estadisticas no significativas entre los

tratamientos evaluados. El coeficiente de variacion registrado es de 0.57.

Cuadro 4.9. ADEVA para variable gota citoplasmatica proximal (%)

F.V. SC gl CM F Ccv p-valor
Modelo 95.83 5 19.17 1.02 0.57 0.4339
Tratamientos 95.83 5 19.17 1.02 0.4339 NS
Error 337.5 18 18.75
Total 433.33 23

NS: No hay diferencias entre los tratamientos. **Hay diferencias altamente significativas.

4.6. GOTA CITOPLASMATICA DISTAL (ECD)

En el cuadro 4.10, se muestran los resultados del analisis de varianza para la
variable gota citoplasmatica distal (ECD) del semen en términos porcentuales. El
p-valor registrado es de 0.0484, igual que 0.05. El coeficiente de variacion

registrado es de 8.82.
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Cuadro 4.10. ADEVA para variable gota citoplasmatica distal (%)

F.V. SC gl CM F Ccv p-valor
Modelo 233.33 5 46.67 2.8 8.82 0.0484
Tratamientos 233.33 5 46.67 2.8 0.0484NS
Error 300 18 16.67
Total 533.33 23

NS: No hay diferencias entre los tratamientos. *Hay diferencias altamente significativas.

4.7. ANALISIS ECONOMICO

En el cuadro 4.11 se establecen resultados para el analisis econémico segun la
metodologia costo-beneficio. De manera general se evidencia que todos los
tratamientos generaron pérdidas econémicas al analizar la produccién de 1000
pajuelas por cada tratamiento. No obstante, la relacion beneficio-costo con
menor indice de pérdida fue alcanzada por el tratamiento D1N3
(diluyente+Co0Q10 0,04mg + 15 cm de vapor de nitr6geno) con el -0.52, lo que

significa que, por cada dolar invertido, se obtendran 52 centavos de pérdida.

Cuadro 4.11. Analisis econémico

TRATAMIENTOS
TIDIN1 T2DIN2 T3DIN3 T4D2N1 T5D2N2 T6 D2N3

Rendimiento % 337,50 281,30 256,30 406,30 312,50 275,00
Beneficio bruto ($) 6750,00 5626,00 5126,00 8126,00 6250,00 5500,00
Total costos que varian 1575,00 1875,00 2175,00 1875,00 2175,00 2475,00
Costos fijos 7656,92 7656,92 7656,92 7656,92 7656,92 7656,92
Beneficios netos -2481,92 -3905,92 -4705,92 -1405,92 -3581,92 -4631,92
B/IC -0,73 -0,59 -0,52 -0,85 -0,64 -0,54

4.8. DISCUSION DE RESULTADOS

El presente estudio evidencié diferencias altamente significativas entre los
tratamientos estudiados para la variable vitalidad del semen. Estos datos difieren
de los registrados por Intriago y Vargas (2019), quienes demostraron que no
hubo diferencias (P>0,05) para la variable vitalidad en el estudio evaluacion del
efecto de la adiccion de coenzima Q10, sobre las caracteristicas espermaticas
del semen porcino refrigerado, probablemente esto se debié a que en esa
investigacion solo se refriger6 las muestras de estudio, mientras que en la
presente investigacion se congel6 el semen, que al momento de descongenlarse

provocoé severos cambios estructurles que lesionaron la membrana celular.
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Para la variable mortalidad del semen se evidenciaron diferencias estadisticas
altamente significativas. El tratamiento con el menor porcentaje de mortalidad
fue el D2N1 con el 59% empleando el diluyente BTS mas la coenzima Q10
(0,06mg) y 5 cm de vapor de nitrogeno. Este alto porcentaje de mortalidad que
se debe a las alteraciones estructurales y funcionales experimentadas por el
semen durante los cambios de temperaturas post congelacién y descongelacion,

representa un déficit en la conservacion del material genético.

A pesar de las diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos
estudiados, se comprueba que la aplicacion de la coenzima Q10 junto con el
vapor de nitrdgeno no son viables en la practica, por lo que su uso no es
recomendado para crioconservacion de semen porcino. Que a criterio de Jovici¢
et al, (2020) el porcentaje de mortalidad en condiciones de crioconservacion no

debe exeder el 20%.

Estos resultados, confirman lo expuesto por Pérez et al. (2019), quienes en su
estudio comparacion de dos métodos de criopreservacion de semen porcino y
efectos sobre la calidad seminal y evidenciaron una mortalidad superior al 50%
en torno a los tratamientos estudiados. Los registros evidenciados por el
presente estudio también confirman los resultados de Fraser et al. (2014) que
determinan que la conservacion con vapor de nitrégeno no es viable de manera
convencional en la conservacidon de semen porcinoy también, reportaron
diferencias estadisticas altamente significativas para la variable borde apical

normal.

A pesar de que el DIN3 fue el tratamiento con menor incidencia de borde
apicaldafado (7,50%) entre los tratamientos, este resultado no es prometedor
por noconservar la totalidad del semen, ya que se encuentra dentro de limite
del rango maximo esperado tal como reporta Jovici¢ et al, (2020) que refiere
gue el porcentaje maximo de borde apical dafiado debe ser del 5-8% y en caso
de aplicarse a nivel comercial, de seguro ocasionaran pérdidas por la inversion
implicita con relacion al porcentaje de borde apical dafiado de los
esprmatozoides que diesmarian las ganancias. Por otra parte, éstos

resultados
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coinciden con los de Estrada et al. (2018) quienes identificaron dafios en el borde

apical tras la aplicacion de diferentes métodos de crioconservacion.

La variable motilidad masal no generd diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos estudiados. Estos datos confirman los de Pérez et al.
(2019), quienes advirtieron diferencias estadisticas no significativas entre los

tratamientos de crioconservacion evaluados.

En cuanto a la variable gota citoplasmatica proximal y gota citoplasmética distal,
el estudio mostré que no existieron diferencias significativas entre los
tratamientos estudiados. No obstante, el nivel de incidencia registrada en el
semen, promedian entre 3 a 4% (GCP) y entre el 5y 6% (GCD) para los
tratamientos evaluados, valores que estan dentro rango considerado permisible
para el uso del semen porcino en programas de crioconservacion de acuerdo
con el criterio de JoviCi¢ et al, (2020). Es de destacar, que los porcentajes de
esta variable encontrados en el presente trabajo son mas altos que los
identificados por Intriago y Intriago (2022), quienes determinaron porcentajes
entre el 1.76 y 3.57% (GCP) y 0.14 — 0.43% (GCD).

En relacion con el analisis econdmico de los tratamientos estudiados, se
demostré que todos los tratamientos generaron pérdidas econdmicas al analizar
la produccion de mil pajuelas por cada tratamiento. Los resultados de la
presenta investigacion coinciden con lo publicado por Fraser et al. (2014)
guienes concluyeron, que la conservacion con vapor de nitrégeno no es viable

de manera convencional en la conservacion de semen porcino.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. CONCLUSIONES

Existen diferencias estadisticas altamente significativas entre las dosis efecto de
la coenzima Q10 como antioxidante espermatico en los distintos niveles de vapor
de nitrégeno post congelacion del semen porcino, sin embargo, ninguno de los
tratamientos fue capaz de conservar el semen sin perder caracteristicas

fundamentales para su viabilidad.

El analisis de interaccion de la aplicacion de la coenzima Q10 con los distintos
niveles de vapor de nitrdgeno sobre la calidad espermatica post congelacion,
evidencio que la aplicacion de diluyente + CoQ10 0,06 mg + 5 cm de vapor de
nitrégeno, generdé un mayor porcentaje de vitalidad, menor porcentaje de
mortalidad del semen y borde apical dafiado, que el resto de tratamientos, pero,
a pesar de constituirse en el tratamiento con resultados superiores, los
porcentajes de vitalidad (41%) y mortalidad (59%) no garantizan el uso de la

coenzima y la crioconservacion con vapor de nitrégeno.

En términos econdmicos todos los tratamientos generaron pérdidas econdémicas

al analizar la produccion de 1000 pajuelas por cada tratamiento.
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5.2. RECOMENDACIONES

Proponer a futuras generaciones que involucre el uso de la coenzima Q10 como
antioxidante espermatico en combinacion con otros medios con caracteristicas
conservantes como la clara de huevo. De este modo se podria aportar con

nuevos Y eficientes protocolos de conservacién de semen porcino.

Desarrollar en proximas investigaciones, estudios de protocolos con la coenzima
Q10 en tanques especializados para la distribucion uniforme y cronometrada de
nitrogeno, de este modo se podria implementar protocolos comerciales de

conservacion de semen porcino en beneficio de los productores.

No se sugiere el uso de la coenzima Q10 como antioxidante espermatico en
combinacién con los distintos niveles de vapor de nitrdgeno. El desarrollo de
estos protocolos debe integrar otros medios o insumos que aporten realmente

en la conservacion de semen porcino.
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Anexo N° 7: Corrida estadistica del software InfoStat para la variable
vitalidad del semen

Analisis de la varianza

Variable N R* R®RAj CV
Vitalidad (%) 24 0,85 0,81 7,63

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 598,18 5 119,64 21,20 <0,0001
tratamientos 598,18 5 119,64 21,20 <0,0001
Error 101,56 18 5,64
Total 699,74 23

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,33795
Error: 5,6424 gl: 18
tratamientos Medias n E.E.

DIN3 25,63 41,1912

D2N3 27,50 41,19A B

DIN2 28,13 41,19A B

D2N2 31,25 4 1,19 B C
DIN1 33,75 4 1,19 C
D2N1 40,63 41,19 D

Nediaz con uma letrs comum po som significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo N° 8: Corrida estadistica del software InfoStat para la variable
mortalidad del semen

Analisis de la varianza

Variable N Rt R*A] CV
Mortalidad (%) 24 0,85 0,81 3,45

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl cM F p-valor
Modelo 598,18 5 119,64 21,20 <0,0001
tratamientos 598,18 S5 119,64 21,20 <0,0001
Error 101,56 18 5,64
Total 699,74 23

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,33795
Error: 5,6424 gl: 18
tratamientos Medias n E.E.

D2N1 59,38 41,192

DIN1 66,25 4 1,19 B

D2N2 €8,75 4 1,19 B C
DIN2 71,88 41,19 c D
D2N3 72,50 4 1,19 cC D
DIN3 74,38 41,19 D

Mediaz con una letra comum mo son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo N° 9: Corrida estadistica del software InfoStat para la variable

motilidad masal

Analisis de la varianza

Variable N R® R® Aj CV
Motilidadmasal 24 0,15 0,00 0,64

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1,21 5 0,24 0,64 0,6691
tratamientos 1,21 5 0,24 0,64 0,6691
Error 6,75 18 0,38
Total 7,96 23

Anexo N° 10: Corrida estadistica del software InfoStat para la variable

borde apical normal
Analisis de la varianza

Variable N R* Rf Aj CV
Borde Apical Normal 24 0,43 0,27 4,37

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl M F p-valor
Modelo 625,00 S5 125,00 2,73 0,0527
tratamientos 625,00 S 125,00 2,73 10,0527
Error 825,00 18 45,8
Total 1450,00 23

Anexo N° 11: Corrida estadistica del software InfoStat para la variable

borde apical dafiado

Analisis de la varianza

Variable N Rt Rt Aj CV
Borde Apical Dafado 24 0,90 0,87 5,79

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl o F p-valor
Modelo 12€2,50 S 252,50 33,05 <0,0001
tratamientos 1262,50 S 252,50 33,05 <0,0001
Error 137,50 18 7,64
Total 1400,00 23

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=6,21096
Exrror: 7,63589 gl: 18

tratamientos Medias n E.E.

DIN3 7,50 41,38 A

DIN2 12,50 41,38 A B

D2N3 13,75 4 1,38 B

D2N2 20,00 4 1,38 (o4
DIN1 21,25 41,38 Cc
D2N1 30,00 4 1,38 D

Medias com uma letrs comum mo zosm significativamente diferestes (p > 0,05)
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Anexo N° 12: Corrida estadistica del software InfoStat para la variable

gota citoplasmatica proximal

Analisis de la varianza

Variable

N

R® R* A3}

cv

Gota citoplasmatica proxim.. 24 0,22 4,8E-03 0,57

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 95,83 S5 19,17 1,02 10,4335
ctratamientos 95,83 S 15,17 1,02 40,4338
Error 337,50 18 18,75
Total 433,33 23

Anexo N° 13: Corrida estadistica del software InfoStat para la variable
gota citoplasmatica distal

Analisis de la varianza

Variable

N

R*®

R A] CV

Gota citoplasmatica distal.. 24 0,44 0,28

8,82

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl M p-valor
Modelo 233,33 5 46,67 2,80 0,0484
tratamientos 233,33 S 46,€7 2,80 0,0484

Error
Total

300,00 18 1¢,¢€7
533,33 23

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=9,17420
Error: 16,6667 gl: 18
tratamientos Medias n E.E.

D2N1 10,00 4 2,04 R
DIN1 11,25 4 2,04 A
DIN3 12,50 4 2,04 A
D2N2 16,25 4 2,04 A
DIN2 16,25 4 2,04 A
D2N3 18,75 4 2,04 A

Nedias com uns letra comim mo som significativameste diferentes (p > 0,05)
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Anexo N°14: Presupuesto general para la produccion de mil pajuelas de

semen porcino

Rubro

COSTOS DIRECTOS
EQUIPOS

Termo criogénico
Subtotal 1
INSUMOS

Agua destilada
Nitrégeno (3 meses)
Semen

Subtotal 2
MATERIALES
Cinta para medir pH

Cubre objetos

Guantes

Subtotal 3

Total de costos directos
Depreciacion de 10 ciclos

5% Costos de administracion

5% Reposicion de infraestructura
Costos indirectos

T. Sumatoria de costos

Unidad

unidad

unidad

unidad

paquete x
100

paquete

. Costo Costo
Cantidad unitario total
1 600 600
600
1 58,34 58,34
1 240 240
6000 1 6000
6298,34
1 22 22
1 5,5 5,5
1 35 35
62,5
6960,84
348,04
348,04
696,08
7656,92
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Anexo N° 15: Costos variables para la produccion de mil pajuelas de

semen porcino

TRATAMIENTOS DESCRIPCION Total
. ] Vapor de
T1 DINL BTS (diluyente de 3 dias+CoQ10 R1 Nitrégeno 5 1575
0,04mg) om
BTS (diluyente de 3 dias+CoQ10 Vapor de
T2 DIN2 R1 Nitrégeno 10 1875
0,04mg) om
BTS (diluyente de 3 dias+CoQ10 Vapor de
T3 DIN3 R1L  Nitrdgeno 15 2175
0,04mg) cm
BTS (diluyente de 3 dias+CoQ10 Vapor de
T4 D2N1 R1  Nitrdgeno 5 1875
0,06mg) om
BTS (diluyente de 3 dias+CoQ10 Vapor de
T5 D2N2 R1L  Nitrdgeno 10 2175
0,06mg) cm
BTS (diluyente de 3 dias+CoQ10 Vapor de
T6 D2N3 R1 Nitrdgeno 15 2475

0,06mg)

cm
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