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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue evaluar el efecto de la adiccién de coenzima Q10
sobre las caracteristicas espermaticas del semen porcino refrigerado. Para ello
se colect6 un cerdo reproductor de raza Yorkshire de 30 meses de edad. Con
los tratamientos organizados en un disefio DBCA con arreglo factorial (4 x 7),
siendo estos: [T1: sin adicion (Control, Androstar® Plus); T2: BTS +0,02 mg
CoQ10; T3: BTS +0,04 mg de CoQ10, T4: BTS +0,06 mg CoQ10, sobre ml de
semen]. Las variables a medir fueron: motilidad, normalidad, vitalidad,
morfologia (NAR, DAR, GCs). Los resultados fueron: los parametros
morfolégicos no presentaron diferencia estadistica (P>0,05); en el factor dias
se destaco en las variables NAR el sexto dia (94,06 + 0,73); DAR el séptimo
dia (7,12 £ 0,59) y GCs el segundo dia (2,10 + 0,19). Por otra parte, se
encontr6 diferencia significativa (P<0,05), en el efecto del antioxidante sobre la
motilidad, donde se destacé en el primer dia (89,37 + 1,28) y en la normalidad
(84,68 + 1,67), mientras que en la vitalidad no hubo diferencia estadistica
(P>0,05), sin embargo, se destaco el segundo dia (94,87 + 0,36). En el andlisis
costo se encontré que al preparar una dosis seminal de duracion de 7 dias el
BTS + CoQ10 cost6 $1,20 y Androstar® Plus un costo de $2,15 en el cual se
ahorra $0,90 centavos por dosis. Se concluye que la adicion de CoQ10 podran
ser utilizadas para mejorar el rendimiento reproductivo y productivo en
explotaciones porcicolas.

PALABRAS CLAVES

Morfologia espermética, motilidad, normalidad, vitalidad, gota citoplasmatica.
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ABSTRACT

The objective of this thesis was to evaluate the effect of coenzyme Q10
addiction on the sperm characteristics of refrigerated pig semen. For this, a 30-
month-old Yorkshire breeding pig was collected from. With treatments
organized in a DBCA design with factorial arrangement (4 x 7), these being:
[T1: no addition (Control, Androstar® Plus); T2: BTS + 0.02 mg CoQ10; T3:
BTS +0.04 mg of CoQ10, T4: BTS +0.06 mg CoQ10, over ml of semen]. The
variables to be measured were: motility, normality, vitality, morphology (NAR,
DAR, GCs). The results were: the morphological parameters did not show
statistical difference (P> 0.05); in the day factor the NAR variables were
highlighted on the sixth day (94.06 + 0.73); DAR the seventh day (7.12 = 0.59)
and GCs the second day (2.10 £ 0.19). On the other hand, a significant
difference (P <0.05) was found, in the effect of the antioxidant on motility, where
it was highlighted on the first day (89.37 + 1.28) and in normality (84.68 + 1.67),
while there was no statistical difference in vitality (P> 0.05), however, the
second day was highlighted (94.87 + 0.36). About the cost analysis it was found
that when preparing a seminal dose lasting 7 days, the BTS + CoQ10 cost
$1.20 and Androstar® Plus a cost of $ 2.15 in which $0.90 cents per dose is
saved. It is concluded that the addition of CoQ10 may be used to improve
reproductive and productive performance in pig farms.

KEY WORD

Sperm morphology, motility, normality, vitality, cytoplasmic gout.



CAPITULO I. ANTECEDENTES
1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

En la actualidad a nivel mundial se han desarrollado métodos y técnicas que
contribuyen de manera benéfica a las explotaciones porcinas como la
biotecnologia reproductiva, que ha hecho avanzar tecnolégicamente a dichas
producciones, donde se observan resultados similares o superiores a los
alcanzados en monta natural, evitando un desgaste en la libido de los machos
y contribuyendo al mejoramiento genético (Nufez et al., 2017).

En América, los métodos implementados por paises como Canada han
ocasionado que lidere en biotecnologias reproductivas teniendo como finalidad
obtener resultados que ayuden a mejorar la genética, conseguir un semen
fresco y apto para la utilizacion e incrementar la produccion del area porcina
(Ochoa, 2002).

La necesidad que afronta la produccion porcina Ecuatoriana necesita cada vez
mas el uso e implementacion de estos recursos tecnolégicos que puedan
satisfacer la demanda que existen en estos sectores reproductivos que ayuden
a alcanzar mayores niveles de produccion y a su vez le permitan ser mas

competitivas (Ochoa, 2002).

La utilizacion de semen refrigerado en las Unidades de Producciéon Porcina,
puede ser una opcion a analizar, sobre todo para superar el tiempo en
transportar a largas distancias donde la conservacion de las caracteristicas
espermaticas es de vital importancia. Sin embargo, ciertos diluyentes de semen
contribuyen con el mantenimiento de las células espermaticas, pero el costo de

los mismos es elevado (Cordova et al., 2016).

La refrigeracion del semen produce dafios celulares en los espermatozoides,
tanto a nivel de la membrana plasmatica como en las mitocondrias y el acido
desoxirribonucleico (ADN), debido a la formacion de cristales de hielo dentro y
fuera de la célula, asi como también por el estrés osmoético y oxidativo que

provocan los procesos de refrigeracién (Rodriguez y Nivia, 2017).



De acuerdo a la literatura reportada se considera la importancia de los aditivos
extensores de vida dentro del ambito reproductivo porcino ya que brindan las
condiciones Optimas para el mantenimiento de las mismas. Estas referencias
permiten plantear la siguiente interrogante: ¢La adicion de Coenzima Q10
como antioxidante mejorara las caracteristicas funcionales de las células
espermaticas porcinas durante el proceso de refrigeracion, sin alterar su normal

funcionamiento?



1.2. JUSTIFICACION

A nivel mundial la refrigeracion del semen en especies de produccién ha sido
catalogada como una técnica de gran interés en las explotaciones pecuarias,
ya que permite la conservacion de gametos tanto de especies productivas, asi

como reproductivas (Rodriguez y Nivia, 2017).

La conformacién estructural y funcional del espermatozoide se ve influenciada
por varios factores y de existir un efecto macho sobre el desarrollo normal del
embridon, dicho efecto esta estrechamente relacionado con la calidad

espermatica (Contreras et al., 2016).

Mejia (2010) expresa que en América y algunos paises Latinoamericanos el
uso de semen refrigerado con un antioxidante puede contribuir algunas
ventajas, como son el transporte a largas distancias; la conservacion durante
un tiempo muy prolongado con resultados productivos que mejoran
paulatinamente a medida que progresan las investigaciones, debido a su efecto

positivo que causa en las células.

Pallas (2015) afirma que el proceso natural de envejecimiento de los
espermatozoides que se produce a lo largo de la refrigeracién, también
determina que las producciones se debiliten cuando se utiliza un semen

congelado transcurrido cierto tiempo.

Rodriguez y Nivia (2017) aducen que para minimizar estos dafios se han
utilizado diversos medios diluyentes que no solo permiten su almacenamiento
por largos periodos de tiempo, sino que también simulan las caracteristicas
fisiologicas del esperma, estos medios diluyentes contienen a su vez una o
mas sustancias crioprotectoras llamadas antioxidantes, que cumplen la funcion
de evitar que moléculas se unan al oxigeno y asi regular la permeabilidad de la

membrana plasmatica impidiendo su peroxidacion lipidica.

Los antioxidantes estan siendo utilizados como diluyente en el semen porcino
para prolongar la vida de los espermatozoides; es alli que conociendo las
caracteristicas de la Coenzima Q10, tal como lo ha mencionado Ronquillo
(2009), esta podria ser utilizada en el semen porcino y asi se obtendrian



resultados éptimos para mejorar la calidad del material seminal en periodos de

tiempo.

Cabe mencionar que la deficiencia que produce el material seminal va a
influenciar tanto en los resultados reproductivos de las granjas porcinas, como
productivos, es por esto que se opta por mejorar dicho contenido seminal, al
afadir la coenzima Q10, se obtendra una mayor prolongacion de vida y con

esto buenos resultados que mejoraran la produccién del sistema.



1.3. OBJETIVOS
1.3.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la adiccion de coenzima Q10 sobre las caracteristicas

espermaticas del semen porcino refrigerado.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar el efecto de los tres niveles adicion de coenzima Q10 sobre la

vitalidad espermaética del semen porcino refrigerado.

Analizar el efecto de tres niveles de adicion de la coenzima Q10 sobre la
calidad y funcionalidad de la membrana espermatica en proceso de

refrigeracion.

Establecer los costos del uso de la coenzima Q10 como coaddyuvante en

proceso de refrigeracion semen porcino.

1.4. HIPOTESIS
La adicion de Coenzima Q10 como antioxidante sobre las caracteristicas
esperméticas del semen porcino refrigerado permite extender la vida de las

células espermaticas, sin alterar su normal funcionamiento.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. EVALUACION SEMINAL

Almaguer et al. (2015) mencionan que la reproduccion del ganado porcino tiene
un valor genético alto y compone una parte importante en la produccion de
animales, debido a que el verraco posee un alto indice reproductivo, que
llevara a que obtenga mejores resultados en la evaluacién seminal. La
evaluacion seminal es una de las técnicas més 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

evaluacion que dara como resultado una buena calidad de semen.

2.2. CONTROL MACROSCOPICO

2.2.1. TEMPERATURA

La temperatura es un indicador primordial para una buena evaluacion de los
espermatozoides, esta se refleja con diferentes parametros que ayudan a que
la célula este en buenas condiciones. A lo largo de todo este proceso la curva
térmica ha sido de vital importancia, debido a que las bajas temperaturas
menores 15°c dafian a la membrana de la célula, sufriendo alteraciones

traumaticas por la refrigeracion (Suhevic et al., 2015).

El espermatozoide sale a una temperatura aproximadamente de 37 °C. De ahi
hacia abajo se conserva bien; si bajamos hasta la congelacion el soporte
depende de la especie; en porcinos es de 12 a 15°C. Pero en temperatura de
42°C hacia arriba se destruyen totalmente a los espermatozoides, pues sus

estructuras proteicas se coagulan (Huaman y Yaringafio 2013).

2.2.2. VOLUMEN DEL EYACULADO
Salazar (2014) indica que el volumen varia segun la edad, tamafo testicular,
raza y estado fisiolégico de cada verraco, su fraccién espermatica entre 50 a

150 ml, y un eyaculado acerca de 250 ml.

2.2.2.1 FASES DEL EYACULADO
Las fases del eyaculado en porcino son: fase pre-espermética, fase

espermética o fraccion rica y fase gel o tapioca.



FASE PRE-ESPERMATICA

Del valle (2017) sefala que esta fraccion es la primera de todo el eyaculado,
contiene sustancias contaminantes que podrian infectar el material seminal, su
funcion es la de limpiar la uretra de bacterias y restos celulares, el volumen
aproximado esta fraccion es de 10-15ml, por lo cual es muy escaso y no

necesario.

FASE ESPERMATICA O FRACCION RICA

Tana (2017) segura que esta es la fraccion mas importante que tiene todo el
eyaculado esto se debe a que tiene un alto contenido de espermatozoides, esta
surge después de la primera fase y su alto contenido depende de la
contraccién que realiza la cola del epididimo, su volumen promedio es de 40-

100 ml aproximadamente.

FASE GEL O TAPIOCA
Esta sustancia proviene de las glandulas bulbouretrales y esta constituida de
grumos gelatinosos que son extraidos durante todo el eyaculado, su cantidad

es minima (Tana, 2017).

2.2.3. COLOR

Cérdova y Mufioz (2010) mencionan que el color del material seminal puede
tener variacion desde un blanco cremoso hasta llegar a un blanco lechoso, en
todo caso su aspecto es de ser opaco, lo que muestra que habra una gran

concentracion de espermatozoides.

2.2.4. OLOR

El semen del verraco debe presentar un olor tipico caracteristico del verraco,
ya sea neutral o un olor sui generis, esto se debe a una cierta cantidad de
feromonas del aparato genital. Si este llega a ser muy fuerte muestra que hay
una contaminaciébn con orina, ya sSea por secrecion prepuciales o

contaminacion por bacterias (Farias e Intriago, 2017).

2.2.5. pH
El pH del eyaculado de un verraco depende de la proporcion que aporta las
glandulas anexas y la porcion del eyaculado su valor puede variar ya sea por la

manipulacion, tiempo, contaminacion, concentracion, impurezas, etc. Por todo



esto el eyaculado debe medirse al momento que se haya obtenido el semen.
Se admiten valores de 6,4 a 7,4 para un eyaculado recién obtenido (Salazar
2014).

2.3. CONTROL MICROSCOPICO

2.3.1. MOTILIDAD

Segun Cérdova y Mufioz (2010) los espermatozoides tienen una composicién
flagelar, esta le permite moverse en el lugar que se encuentren ya sea en la
calidad vaginal, en el Gtero o en las trompas uterinas. Hay diferentes tipos de
movimiento de los espermatozoides entre ellos tenemos: vibratorio, circular,
oscilatorio, progresivo lento o rapido. También se evalGa el comportamiento de
los espermatozoides en su medio, ya que se debe tener en cuenta que el
semen es muy susceptible y puede llegar a dafarse, a continuacion, se

presenta una tabla de clasificacion de la motilidad de los espermatozoides:

Cuadro 2.1. Clasificacion de motilidad espermatica
ESCALA DE VIGOR ESPERMATICO DE ACUERDO A LA MOTILIDAD

0  Espermatozoides inmdviles o muertos.

1 Espermatozoides sin movimiento progresivo, girando sobre si mismo

2 Espermatozoides con movimiento anormal o eventualmente progresivo.
3 Espermatozoides sin movimiento progresivo lento y sinuoso

4 Espermatozoides sin movimiento progresivo muy rapido.

5  Espermatozoides sin movimiento progresivo enérgico.
Fuente: (Tana, 2017).

Restrepo et al. (2013) nos indica que la evaluacién se mide mediante el método
de observacion directa de los espermatozoides en el microscopio con objeto de
4X, con una placa térmica, para estimular el movimiento del espermatozoide y
se atemperada a los 37°C. Se ubica el semen en una porta objeto y se observa
la presencia de ondas del material seminal, los resultados dependeran del

rango establecido por el evaluador.

2.3.2. CONCENTRACION
Cérdova y Mufioz (2010) mencionan que la concentracion da como resultado el

namero de espermatozoides por ml del eyaculado total, y la concentracion esta



entre un 0.1 a 1.0 millones de espermatozoides, conjuntamente con el volumen
del eyaculado establecen el nimero de dosis seminales que se utilizaran para

una lA.

Aguilar (2015) sefiala que existen varias técnicas que se emplean en el conteo
de espermatozoides, la mas utilizada es la camara de conteo de glébulos rojos
(camara de Neubauer), que es una placa que tiene forma de porta objeto

adaptada al microscopio, donde contiene una cuadrilla dividida en tres partes.

Esté autor menciona que esta técnica se la realiza ubicando una gota de
semen y una solucién formolada que es utilizada para la inmovilidad de los
espermatozoides, esta preparada a base de citrato de sodio y formol al 3% en
diluciones con el esperma de 1:100, una vez puesta la gota de semen en la
camara se procede a realizar el respectivo conteo. Se debe comenzar el conteo
desde la parte superior izquierda y seguir a la derecha, luego bajar con el

margen inferior desplazandola a la izquierda.

2.3.3. MORTALIDAD

Para determinar la mortalidad espermatica se ubica un porta objeto en la
platina previamente atemperada a 37°C. Una gota de eosina-nigrosina y una
gota de semen en la porta objeto y se realiza un frotis, se procede a secar la
muestra respectivamente y se lleva a observar en el microscopio con el lente
de 40x. Se contabiliza un promedio de 100 células esperméticas donde se
consider6 espermatozoides vivos a los que no se tifieron por tener una
membrana intacta, mientras que los espermatozoides tefildos con colorante

eran los muertos (Ordofiez, 2017).

2.3.4. VITALIDAD

Ariagno y Mormandi (2016) indican que la vitalidad se realiza utilizando
pigmentos o colorantes supra vitales llamados asi, porque penetran la
membrana plasmatica de las células, si los espermatozoides estdn muertos
estos se tiflen de rojo, cuya membrana plasmatica estd dafiada y los
espermatozoides vivos se veran sin colorantes sean mdviles o inmoviles, esto
es porque el colorante no puede atravesar la membrana plasmatica

estructuralmente intacta, de tal forma que un espermatozoide vivo sera aquel
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cuyo nucleo no este tefiido de rojo. El porcentaje de espermatozoides vivos es

mayor al 58%.

Castafieda (2018) menciona que las pruebas que se realizan para conocer la
vitalidad espermatica son, colocando una gota de semen fresco en el porta
objeto previamente atemperado a 37°C en una platina térmica y se mescla con
una gota de eoisa-nigrosiona y se va homogenizando la muestra y realizando
un extendido delgado en la placa y se deja secar la muestra parta la respectiva
observaciéon en el microscopio. Se observa en el microscopio Optico y
previamente se realiza el conteo de 200 células espermaticas por frotis, esto

dard como resultado el porcentaje de espermatozoides vivos.

2.3.5. NORMALIDAD

Gallegos (2019) nos indica que las normalidades de los espermatozoides se
realizan afiadiendo en un porta objetos previamente atemperado una gota de
semen diluido y una gota de eosina-nigrosina, se espera a que se seque la
muestra y luego se procede a evaluar las normalidades o anormalidades que
posee el espermatozoide. Las anormalidades en las muestras no deben
superar el 20 al 30% de anormalidades espermaticas esto se debe a la mala
nutricion del animal o condiciones climéticas donde se encuentre el verraco. El
porcentaje de normalidad estd en un 70 - 75% de células normales, cabe
recalcar que en algunas investigaciones se ha observado que las normalidades

espermaticas superan las expectativas de los investigadores.

2.4. CAPACITACION ESPERMATICA

Hernandez (2013) define que, los espermatozoides son transportados desde el
testiculo a través del epididimo y durante su transito las células espermaticas
experimentan una fase de madurez en la que consiguen la capacidad de
fecundar al évulo. Esta maduracién incluye cambios eficaces que incluyen el
desarrollo de la motilidad, asimismo como la pérdida de la gota citoplasmatica.
El importante sitio de almacenamiento de los espermatozoides es la zona
caudal del epididimo y son sélo estos los que logran ser eyaculados, pero estos
espermatozoides tienen que pasar por un estado de residencia en el tracto
genital femenino antes de obtener la capacidad de penetrar un ovocito,

fendbmeno al cual se le conoce como capacitacion.
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La capacitacién es un proceso que sufre una cascada de reacciones (salida de
colesterol, fosforilacion de proteinas, aumento intracelular de i6n Ca2+) que
producen a una desestabilizacion y restauracion de los lipidos y proteinas de la
membrana plasmatica, que acabara con la exocitésis del acrosoma cuando el
espermatozoide entre en relacion con la zona pellcida, este paso es reversible,
logra ser frenado mediante la relacion de los espermatozoides con sustancias

estabilizadoras de la membrana plasméatica (Hernandez, 2013).

2.5. ENVEJECIMIENTO CELULAR (ESPERMATOZOIDES)

Guachuan (2017) define que parte de la reduccién en la motilidad y fertilidad
espermatica asociada con la criopreservacion podria ser debido al dafio
oxidativo por una excesiva e inapropiada formacién de ROS, que potenciaré el
fendmeno de peroxidacion lipidica en los espermatozoides funcionales, lo cual
da lugar al “envejecimiento prematuro”, que provocara la muerte espermatica
en corto periodo de tiempo, que a su vez induciria un estrés funcional que

terminard a corto plazo con la muerte de los espermatozoides.

Los &cidos grasos poli-insaturados son abundantes en la membrana plasmatica
de los espermatozoides porcinos, por lo que se tornan muy susceptibles al
ataque de los radicales del estrés oxidativo (ROS) y que se ve agravado por los
mismos procesos de maduracion espermatica por la cual pierden una gran
parte de su citoplasma, y con ello el conjunto de defensas enziméticas que los
protegen de los dafios peroxidativos. Buscando reducir los dafios por oxidacion
en el esperma criopreservado se han utilizado algunos elementos como:
Plasma seminal, sustancias con actividad similar a la superoxidodismutasa o
catalasa, a-tocoferol, acido ascorbico, glutation, piruvato, taurina, hipotaurina, y
albumina (Guachun, 2017).

2.6. CRIOCONSERVACION ESPERMATICA

Flores et al. (2018) mencionan que, la conservacion del semen en el cerdo es
limitada debido a que los espermatozoides son muy sensibles a temperaturas
menos de 15°C, las cuales producen dafios en la membrana plasmatica y en el

acrosoma, afectando la viabilidad y funcionalidad de la célula espermatica.
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La crioconservacion de las células reproductivas produce un aumento en la
produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) y la disminucion de su
capacidad antioxidante, lo cual ocasiona una condicién denominada ‘estrés
oxidativo’. Estos son responsables de ocasionar alteraciones celulares y de
causar dafio a las membranas de los espermatozoides y de la fragmentacion
de su ADN, entre otros factores que influyen en la fertilidad (Restrepo et al.,
2016).

Aunque los espermatozoides son sensibles al estrés oxidativo, también estan
equipados con un sistema antioxidante en el plasma seminal e intracelular, los
cuales estan conformemente integrados para dificultar los efectos toxicos de
las EROs. Entre el sistema antioxidante enzimatico del semen destaca la
superéxido dismutasa (SOD), y se ha podido comprobar que a lo largo de la
curva de enfriamiento en el transcurso de criopreservacion y en el post
descongelamiento, la concentracion de esta enzima disminuye, exponiendo a

los espermatozoides a la accidon de los RL (Flores et al., 2018).

2.7. 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 digestion de camulos
Oophurus y zona pelucida del Ovocito, esta se encuentra en la cabeza del

espermatozoide como un capuchon.

La presencia de alteraciones del acrosoma dependen del estado de fertilidad
gue se encuentra el animal, esto hace que la revisién del acrosoma sea mas
relevante al momento de la evaluacién. El dafio del acrosoma esta 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.

Para la evaluacion del acrosoma se considera algunos grupos de alteraciones

gue pueden influir en el rendimiento de los espermatozoides entre estos
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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 Dafado (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 numero 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 solucioén fijadora de glutaraldehido al 2%.

2.8. COMPOSICION DE LA MEMBRANA PLASMATICA DE
ESPERMATOZOIDES EN DIFERENTES ESPECIES

Reyes (2012) menciona que la membrana plasmatica tiene una particularidad
gue es la subdivisibn en zonas que difieren en composicién y funcion la
naturaleza heterogénea de la membrana plasméatica del espermatozoide, como
la localizacion de la carga superficial, marcaje con lectinas, congelacion y corte
para observacion en microscopia electronica, el uso de agentes intercalantes y
el marcaje con anticuerpos. La composicion de la membrana plasmatica varia
entre diferentes regiones del espermatozoide, que reflejan las funciones
especializadas de los componentes intra y extracelulares del espermatozoide,

gue cambian la organizacion y composicion durante la vida celular.

Se han notado diferenciaciones en la estructura lipidica de la membrana
plasmética del espermatozoide entre especies, también la caracteriza de otros
tipos celulares comunes. En tanto que el contenido de colesterol o glicolipidos
en la membrana plasmatica del espermatozoide es usual, contiene cantidades
relativamente altas de plasmalégenos 20-40%, otros fosfolipidos con enlace
éter y lipidos con cadenas alifaticas poli-insaturadas largas. Los fosfolipidos

representan alrededor del 70% de los lipidos de la membrana plasmatica del
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espermatozoide del cerdo y la fosfatidilcolina es casi dos tercios de los

fosfolipidos de los espermatozoides del carnero (Reyes, 2012).

2.9. FACTORES QUE AFECTAN LA CELULA ESPERMATICA
DURANTE EL PROCESO DE REFRIGERACION

Olivo et al. (2017) indican que el semen congelado del cerdo reduce la fertilidad
y prolificidad en un 10-20% y 1 a 2 lechones equitativamente, que esta por
debajo del semen refrigerado, estos difieren entre razas incluso en eyaculados
de un mismo individuo, este hecho pude explicarse porque la membrana del
espermatozoide de cerdo es diferente a las de otras especies debido a su
menor cantidad de colesterol. La calidad de semen congelado de cerdo
disminuye con respecto a la del semen fresco o refrigerado, ya que un 50% de
los espermatozoides no sobreviven al proceso de crioconservacion y sufren
dafios bioquimicos (ralentizacibn metabdlica) como estructurales (cambios en
la estructura de la bicapa lipidicas de la membrana plasmatica y de los
organulos), que finalmente van afectar la funcionalidad de los espermatozoides

alterando la capacidad de fertilizacion.

Otro factor que afectan la calidad de los espermatozoides de cerdos durante la
fase de crioconservacion son las ligerezas y temperaturas de enfriamiento, una
compensacion sustancial de los cambios de la membranas plasméatica puede
atribuirse al enfriamiento de las células a 5°C, pero si los espermatozoides se
conserva entre 15, 17 o0 18°C durante cursos que van de las 10 a las 20 horas
aumenta el porcentaje de la integridad de la membrana plasméatica
postdescogelacién pero con baja de la motilidad. Las células espermaticas de
los cerdos eyaculados son muy sensibles al choque frio, perdiendo
apresuradamente su viabilidad al enfriamiento rapido a 0°C, no obstante, se ha
justificado que la resistencia al frio se ve aumentada al hacer una pausa de 2 a

4 horas antes de disminuir la temperatura a menos de 15°C (Olivo et al., 2017).

2.10. LOS ANTIOXIDANTES

Un antioxidante es una molécula capaz de retrasar o advertir la oxidacion de un
sustrato oxidable, procediendo como donante de electrones (agente reductor).
Los seres vivos que utilizan el oxigeno para adquirir energia, liberan radicales

libres, lo cual es incompatible con la vida a menos que existan mecanismos
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celulares de defensa que los neutralice, ciertamente a estas defensas se las
denomina antioxidantes. Los niveles bajos de los mismos, o la inhibicion de las
enzimas antioxidantes causan estrés oxidativo y pueden deteriorar o matar las
células (Criollo, 2015).

Rodriguez y Nivia (2017) indican, que con el fin de proporcionar una alta
sobrevivencia espermatica post-descongelacion, se han empleado diversos
tipos de antioxidantes de naturaleza enzimética y no enzimatica, los cuales
benefician la respuesta de variables como la motilidad, viabilidad e integridad
del ADN. Adicionalmente, se ha reportado que combaten el estrés oxidativo
formado por el desbalance entre la produccion y eliminacion de las especies
reactivas de oxigeno (ERO) durante los procesos de congelacion vy
descongelacién. También se ha encontrado que el uso de antioxidantes como
el butil hidroxitolueno (BHT) en los medios de criopreservacion de semen de
algunas especies, aumentan los porcentajes de fertilidad, expresando una alta

tasa de produccion.

Se han probado también antioxidantes naturales tales como tocoferoles, acido
ascorbico, acido docosahexaenoico y otros aditivos como el extracto de
romero, aceite de salvado de arroz, extractos de té verde y algunos flavonoides
gue a pesar de no ser definidos como antioxidantes, que al ser afiadidos a los
medios de congelacion ejercen un efecto protector sobre la membrana
plasmatica de los espermatozoides, manteniendo tanto su actividad metabdlica,
funcionalidad y vida al disminuir el estrés oxidativo, disminuyen las crio lesiones
incrementando el sistema de defensa de los espermatozoides contra los
procesos oxidativos producto de la criopreservacion espermatica (Guachun,
2017).

2.11. FUNCION DE LOS ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes tienen varias funciones, como impedir que moléculas se unan
al oxigeno, al reaccionar e interactuar mas rapido con las especies reactivas de
oxigeno en un determinado microambiente, dismutar el oxigeno para crear el
peroxido de hidrogeno y resguardar a las células contra el anidon superoxido, y
regular la permeabilidad de la membrana plasmatica frenando su peroxidacion

lipidica (Rodriguez y Nivia 2017).
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2.12. RED ANTIOXIDANTE

Los antioxidantes plasmaticos e intracelulares yacen arménicamente
integrados para obtener la méaxima inhibicion de las reacciones que generan
radicales libres (RL). Se distribuyen preferentemente en los organelos que, por
la magnitud de su actividad y rol metabdlico, crean una mayor produccion de
radical libre, localizdndose tanto en membranas como en el citosol. Existe una
aprobacion en que la defensa antioxidante en los organismos aerobios implica
no solo a los antioxidantes preventivos que limitan la formacién de ERO o
capturan los RL intermediarios interrumpiendo las reacciones en cadena, sino
también al complejo enziméatico encargado de reparar a los constituyentes
celulares dafados o alterados (Lizarbe, 2018).

2.13. RADICALES LIBRES

Son aquellas moléculas que en su estructura atbmica presentan un electron
desapareado o impar en el orbital externo. Esta configuracién espacial les hace
muy inestables, reactivos y de vida efimera, con una enorme capacidad para
combinarse con la mayoria de las biomoléculas celulares (carbohidratos,
lipidos, proteinas, acidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos)
provocando un gran dafio en ellas y en las membranas celulares (Criado y
Moya 2009).

Para Venereo (2002) y Hicks et al. (2006), los radicales libres también tienen
importantes funciones fisiolégica en el organismo como la de que participan en
la fagocitosis, favorecen la sintesis de colageno, favorecen la sintesis de
prostaglandinas, activan enzimas de la membrana celular, disminuyen la
sintesis de catecolaminas por las glandulas suprarrenales, modifican la
biomembrana y favorecen la quimiotaxis; en este sentido, Chihuailaf et al.,
(2002) indicaron que los radicales libres se deben considerar que son benéficos
0 toxicos, dependiendo de su concentracion y de los mecanismos antioxidantes

gue los produzcan.

2.14. ESTRES OXIDATIVO
El estrés oxidativo de los espermatozoides, hace referencia al desgaste que
sufre la integridad de todos sus compuestos estructurales y fisiologicos, esto

lleva a que este estrechamente relacionado con el bajo porcentaje de
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supervivencia al momento de ser eyaculados. Dicho estrés estimula una alta
creacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Los autores recalcan que la
perdida de las funciones de los espermatozoides, las capacidades fecundantes
por la aparicibn de muchas cantidades de ROS hacen que haya una mayor
importancia de investigacion en el tema de la conservacién del semen de

machos (Cordova et al., 2009).

2.15. CLASIFICACION DE LOS ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes se saben clasificar en enzimaticos y no enzimaticos; también
pueden ser clasificados obedeciendo su mecanismo con el que realizan su
accion protectora, agrupandolos en los que desempefian una accién defensora
en la cadena de RL y en aquellos que reparan o expulsan las biomoléculas que

fueron dafiadas por el ataque de RL (Hernandez, 2013).

2.15.1. ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

Hernandez (2013) menciona que, durante los procesos de oxidacion, los
sistemas biol6gicos previenen una gran cantidad de mecanismos, entre las
cuales los antioxidantes tienen una importante ocupacién en forma de enzimas;
el sistema antioxidante del plasma seminal (PS) estd compuesto por las
enzimas superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GSH-Px), catalasa
(CAT) y glutation reductasa (GSH) este grupo de antioxidantes enzimaticos,

catalizan la transferencia de electrones desde un sustrato hacia los RL.

2.15.2. ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

Cérdova (2016) indica, que se componen de un grupo de moléculas hidr6fobas
e hidréfilas que encarcelan los RL y ocasionan especies quimicas menos
nocivas para la integridad celular, se encuentran primordialmente en el citosol,
matriz mitocondrial y nucleares, y en fluidos extracelulares. Estos antioxidantes
se unen a los RL y los trasladan a sitios donde pueden causar dafios, como de
la membrana hacia el citoplasma, o los convierten en radicales menos
violentos. Entre este grupo de antioxidantes se encuentra la vitamina C y

flavonoides polifendlicos.
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2.15.2.1. VITAMINA C O ACIDO ASCORBICO

El procedimiento estandar mas utilizado para la separacion y el estudio de la
vitamina C es la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). No obstante,
este método solicita equipos altamente especializados y un mayor nivel de
habilidad técnica. Conjuntamente, la localizacion de la vitamina C en el plasma
0 suero requiere cautela, ya que es un compuesto sencillamente oxidable.
Debido a su facilidad de oxidacion a neutral (fisiolégica) o pH alcalino, se
sugiere la acidificacion plasma, preferible después de su separacion por

centrifugacion (Huet, 2017).

2.15.2.3. VITAMINA E O TOCOFEROL

La medida de la vitamina E en suero, plasma, plaguetas y eritrocitos se efectia
por una técnica cromatografia HPLC-RPC (cromatografia liquida de fase
reversa). Los compuestos de la muestra se pasaran dependiendo de la
polaridad, los cuales se revelardn continuamente mediante espectrofotometria
y se cuantificardn tras el balance de los picos con un prototipo estandarhur
(Huet, 2017).

2.15.2.4. FLAVONOIDES POLIFENOLICOS

Son una de las ascendentes clases de metabolitos secundarios de plantas,
guimicamente logran ser determinados como sustancias que tienen un anillo
aromatico conteniendo uno o mas grupos hidroxilo. Los compuestos fendlicos
estan en los alimentos protegen acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides vy
taninos. Los flavonoides son compuestos con valioso poder antioxidante. Estan
formados por una gran familia de compuestos polifendlicos sintetizados por las
plantas, son poderosos agentes antioxidantes que actian como inactivadores
de radicales libres o también como agentes quelantes de metales prooxidantes,

como es el caso del hierro y del cobre (Garate et al., 2017).

2.16. ANTIOXIDANTES SINTETICOS

Estos fueron desarrollados a partir de la insuficiencia de conseguir una defensa
mas efectiva y, al mismo tiempo, aumenta la econdémica relacion a los
antioxidantes naturales. Dentro de los antioxidantes sintéticos, cuatro de ellos
son los mas usados de la industria alimenticia y ahora para la conservacion

espermatica: BHT, entre otros (Cordova, 2016).
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2.16.1. El BHT (Butil Hidroxitolueno)

El butilhidroxitolueno, es conocido como BHT por sus siglas en inglés. Es un
compuesto orgénico lipofilico, quimicamente obtenido del fenol, que es usado
como antioxidante. La especie actia como un analogo sintético de la vitamina
E, que trabaja principalmente como un agente de terminacion al retener la
autooxidacion, un proceso por el cual compuestos organicos insaturados

generalmente son atacados por el oxigeno atmosférico (Rubio, 2016).

2.17. EFECTO DE ANTIOXIDANTES EN LAS
CARACTERISTICAS DEL SEMEN PORCINO

En el porcino la conservacion del semen es muy delimitada esto se debe a que
los espermatozoides tienen una sensibilidad a bajas temperaturas de 15°C,
esto dafia la membrana plasmatica y también el acrosoma del espermatozoide

y asi mismo altera la funcion de la célula y la viabilidad (Vélez, 2016).

La conservacion del material seminal es una de las técnicas mas relevantes
gue se esta utilizando en la industria porcina, debido a que juega un papel
importante en mejorar la calidad de la genética en diferentes especies de
animales y en este caso en cerdos, con esta tecnologia se obtiene mejores
resultados en produccién y reproduccion de animales, también en controlar
enfermedades y aprovechar mejor los sementales y asi obtener un mejor

rendimiento econdmico (Pareja et al., 2011).

Otros autores mencionan que la manipulacién del semen altera un mejor
desempeio de los espermatozoides, llegando a que el material seminal se vea
expuesto a un bajo rendimiento en la evaluacion microscoépica, pese a esto se
opta por la adicion de antioxidantes que ayudan a que la vida del

espermatozoide se alargue (Cocchia et al., 2011).

Dichos antioxidantes son capaces de prolongar o prevenir la oxidacion de las
moléculas como son las ROS que protegen a la célula espermatica y ayudan a

la conservacion del material seminal (Han et al., 2012).

2.18. COENZIMA Q10
Es un potente antioxidante liposoluble presente en todas las células del cuerpo

gue procede de la dieta (carne, visceras, pescado, sardinas, cacao, etc.) y
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también es sintetizado en el organismo a partir de tirosina, fenilalanina y Acetil
CoA. Se encuentra en todas las membranas celulares, principalmente en la de
la mitocondria, donde participa en la cadena de respiracién aerébica. Ademas,
potencia la respuesta del sistema inmune (su capacidad de producir
anticuerpos), y como antioxidante es capaz de proteger el ADN de la accién de
radicales libres y también de impedir la peroxidacion lipidica (Criado y Moya,
20009).

La coenzima Q10 estd localizada en las mitocondrias, aparte de ser
componente esencial en toda la respiracion, también interviene en la oxidacién
de todos los acidos grasos, asi como también regula las propiedades fisicas y
guimicas de la membrana plasmatica. Se han localizo otras funciones que
permiten el transporte de electrones en otros sistemas redox asociados a
membranas como es el complejo de Golgi y también la MP (Cérdova, 2016).

Dicha coenzima es derivada de la quinona, su estructura es parecida al
tocoferol y se la ha reconocido como un cargador adicional en la cadena
respiratoria, cerca de 50% de la ubiquinona celular se halla en la mitocondria
aungque su funciéon antioxidante in vivo esta en controversia de su forma
reducida, el ubiquinol posee una fuerte actividad antioxidante, también
imposibilita que las ROS liberen la lipoperoxidacién, asi mismo participa en el
reutilizamiento de la vitamina E en el ambito mitocondrial (Chihuailaf et al.,
2002).

Matos (2017) dice que la COQ10 es una sustancia similar a una vitamina
liposoluble que esta de forma natural en todas las células del cuerpo y que
resulta muy importante para la produccién de energia en fias células. Dicha
coenzima pertenece a la familia de las ubiquinonas, sustancias cuyo nombre
hace referencia a que estan presentes en todos los organismos celulares. En el
cuerpo humano presenta tres formas en funcion de su estado oxido/ reduccion.
La forma oxidada se denomina «ubiquinona» (Q), la forma reducida «ubiquinol»
(QH2) y existe un estado intermedio de éxido-reduccién en el que la molécula
se llama «ubisemiquinona» (Q). El porcentaje de esta forma reducida presente
en las membranas y en el suero fluctta entre el 30 y el 90%, dependiendo del

estado metabodlico de la célula.
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Estudios realizados con este antioxidante relatan que dicha coenzima se halla
de forma original en los alimentos, que sujetan cantidades volubles seguin su
genealogia. Las carnes rojas y las aves son las fuentes mas ricas en CoQ10.
segun estudios realizados por investigadores manifesté que las mayores
concentraciones de CoQ10 se encuentran en las carnes rojas (8-203 pg/g), en

las aves (17 pg/g) y en el pescado (4-27 pg/g).

Mata (2015) asegura que la CoQ10 también llamada ubiquinona es una
molécula primordial presente en todas las membranas celulares, membranas
mitocondriales y en todas las células del cuerpo humano, su principal funcién
es la de transportar electrones en la cadena respiratoria mitocondrial, asi como

también actia como antioxidante en algunas células.

Este autor nos dice que la CoQ10 fue descubierta por primera vez en (1995)
por Fetenstein, luego dos afios mas tarde fue aislada de las mitocondrias de
corazones de ternera, donde descubrieron su capacidad en la regulacion redox,
también en la presencia de cadena de transporte de electrones (Garcia, 2015).
Esta coenzima cuida a la célula del dafio oxidativo que puede causarle agentes
intrinsecos como extrinsecos, otras de las funciones que ejerce dicha coenzima
y que es de suma importancia para el metabolismo celular, es de estabilizar el
sistema encargado de dar proteccidén a la célula en la membrana plasmaética,
no solo realiza esa accién, sino que también protege a otras membranas
como son membranas de los lisosomas y el reticulo endoplasmético, todas
estas membranas contienen un sinnimero de elementos que ayudan a que la

célula no se dafe.

Vallejo et al. (2017) relatan que la principal funcién de esta coenzima esta
relacionada con procesos los cuales estan estrechamente relacionados con el
oxigeno y los nutrientes transformandose en energia, esta a su vez actlian
como escudo protector de las células frente a exposiciones del medio en que

se encuentre formando una capa defensora.

Aparte de las funciones que cumple la coenzima Q10, también se desempefa
como un potente antioxidante en diversas membranas Yy lipoproteinas

plasméaticas donde reaccionan directamente contra radicales de oxigeno y
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lipoperoxidos previniendo el dafio a moléculas en distintos tejidos y partes
celulares, asi como también de forma indirecta por medio del reciclado de otros
antioxidantes como son la vitamina E, y C. esta funcién que ejerce es de
importante relevancia y ya que es conocido como el Unico y primer antioxidante
lipofilico endogenamente sintetizado e ¢n todos los organismos vivos (Mata,
2015).

Estudios realizados muestran que esta coenzima sirve para diversos tipos de
enfermedades ya sean cardio vasculares, infertilidad masculina, migrafas,
Miopatia por estatinas, Cancer, enfermedades dentales y enfermedades de
Parkinson. También diferentes investigaciones relatan que es utilizada para la

conservacion del material genético.

Santos (2019) afirma que existen diferentes beneficios que desempefia la
Coenzima Q10, de los cuales tenemos; la prevencion de la formacién del
hidroperoxido, esto se da porque neutraliza los radicales después que se hayan
formado, en investigaciones hechas en esperma de cabras utilizando CoQ10
en diluyentes muestran que tiene un mayor porcentaje de motilidad progresiva

y una buena integridad de membrana plasmatica.

El total de CoQ10 que una persona puede incorporar regularmente a traves de
la dieta es muy variable y va a depender del tipo de alimentacion que tenga. En
ciertos paises europeos, se aprecia que puede alcanzar a tener alrededor de
los 10 mg, aunque un estudio realizado demostr6 que los daneses ingerian una
media de entre 3 y 5 mg de CoQ10 al dia, sin embargo, las visceras de los
animales (corazon, higado, rifiones, etc.) ya no suelen constituir parte habitual
de los menus semanales y muchas personas tienen dietas bajas en carne roja
y pescado, de modo que algunos autores consideran que la ingesta de CoQ10

puede ser subdptima (Garcia, 2015).

Este mismo autor menciona que la CoQ10 es examinada como un antioxidante
intracelular, también considerada como un protector del dafio oxidativo en los
fosfolipidos de la membrana, la proteina de la membrana mitocondrial y la
lipoproteina de baja densidad, y ejerce en el organismo como un antioxidante

endoégeno no enzimatico protegiendo a las células, y en especial a las
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membranas celulares, de los dafios que los radicales libres pueden inducir en
importantes componentes como el ADN, los lipidos y las proteinas. La CoQ10
tiene también una actividad antioxidante indirecta muy importante, pues
recupera los radicales tocoferil reduciéndolos a tocoferol. Las concentraciones
plasméticas de CoQ10 se han manejado como marcador de estrés oxidativo.
Ademas, distintos estudios han probado la relacion directa entre niveles bajos
de CoQ10 en el organismo, los procesos de envejecimiento y distintos

procesos degenerativos vinculados al estrés oxidativo.

2.19. INVESTIGACIONES REALIZADAS CON ANTIOXIDANTES
EN EL SEMEN

Morani et al. (2004) argumentan que investigaciones hechas con antioxidantes
en el manejo de la conservacion de semen ovino, causa que tenga una baja
viabilidad, motilidad y una crecida de la capacitacion esperméatica. Puede ser
gue durante el proceso de conservacion se produzca un aumento de las ROS y

una disminucion de las enzimas antioxidantes que se encuentran en el semen.

Santiani (2003) menciona que existen diversas investigaciones en ovino donde
precisan si la adicion de antioxidantes al material seminal podra disminuir el
dafio que sufre la membrana hecho por las ROS. La adicion de algunos
antioxidantes, tal es el caso de hidroxitolueno butilado, tocoferol, lacto
albumina, seroalbumina taurina y analogos de la superdxido dismutasa
regeneran significativamente la motilidad, viabilidad e integridad de membrana

luego del proceso de criopreservacion.

Lanconi (2018) afirma que estudios realizados en semen equino tienen mucha
variabilidad entre el semen de los machos, debido a que influye al momento de
la conservacion del material seminal, es por esto que la adicion de la CoQ10

mejora la calidad seminal del semental.

2.19.1. USO DE ANTIOXIDANTES EN LA CRIOPRESERVACION DE
SEMEN

2.19.1.1. USO DE LA VITAMINACY E
Cérdova (2015) menciona, que se ha notado que en la actualidad al afadir
antioxidantes tales como las vitaminas C y E, al diluyente de los

espermatozoides antes de proceder a la congelacion y descongelacion, se
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reduce el grado de peroxidacién lipidica de la membrana plasmatica y las
células espermatozoides han mejorado su duracién en conservacion de la
motilidad, la viabilidad e integridad acrosomal posteriormente del proceso de

descongelacion.

2.19.1.2. USO DE ALOE VERA

Guachun (2017) reporta que, el Aloe vera aporta un mayor nivel de capacidad
antioxidantes acatando el periodo de madurez, lo que indica que la planta tiene
distintas concentraciones en sus compuestos activos y varios valores de
capacidad antioxidante, que se ha venido adicionando en los diluyentes de
conservacion y congelacién de semen en ciertas especies, como en la dilucién

del semen de ganado ovino.

2.19.1.3. USO DEL BHT

Se ha utilizado el antioxidante BHT que adicionado al medio de dilucion
espermatica, aumenté la movilidad e integridad acrosémica tras un choque por
frio a 5°C y disminuyd considerablemente la peroxidacion lipidica del semen
criopreservado, ofreciendo un alto desarrollo embrionario, asimismo se han
adicionado otros antioxidantes en el medio de enfriamiento, congelacion y
descongelacion como son la el a- Tocoferol (Vitamina E), el Trolox (6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid), glutation (GSH) y el superéxido

dismutasa con resultados favorables (Guachun, 2017).

2.19.1.4. USO DE LA CoQ10

Matos (2017) menciona que, la CoQ10 puede mitigar el estrés oxidativo en PS,
aportando caracteristicas seminales mejoradas y actividad de enzimas
antioxidantes. En los espermatozoides del toro, se empleé en el semen
descongelado, haciendo incubacion in vitro a 37°C durante cinco horas,
efectuando valoraciones cada 1 hora, dando como resultado, que conservé los
parametros de las células espermaticas, previno la peroxidacion lipidica y evité

la fragmentacion del ADN espermatico.

2.20. DILUYENTES ESPERMATICOS
Los diluyentes esperméticos son sustancias que tienen la capacidad e

aumentar el volumen del eyaculado y generar un medio de sobrevivencia, estos
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protegen a los espermatozoides durante las fases de enfriamiento
descongelacion y congelacion, también proporcionan una especie de tampon
gue 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 q existen factores
gue afectan directo a la capacidad de conservacion del diluyente (Guachun,
2017), los diluyentes poseen una serie de elementos como son citrato de sodio,
bicarbonato de sodio, tris-hidroximetil aminometano (TRIS); &cido 2-N-morfolino
etanosulfénico (MOPSN) y el acido N-2hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfénico

(HEPES) estos son sustancias que amortiguan y que permiten controlar el pH.

2.20.1. BTS (BELTSVILLE THAWING SOLUTION)

Cuenca et al. (2017) expresa que el BTS es un diluyente creado en Beltsville,
por el Dr. Pursel en Estados Unidos es de corta duracién dependiendo la
calidad del semen y de su manipulacion, este diluyente esta compuesto por
glucosa, bicarbonato de sodio, citrato de sodio y cloruro de potasio. Ademas,
tiene bajo costo de utilizacién permitiendo mantener viable los espermatozoides

a 17C° durante unos 5 dias, manteniendo asi un alto porcentaje de prefiez.

Cuadro 2.2. Composicidn del diluyente BTS

Composicion del diluyente BTS

Componentes giL
Glucosa(anhidra) 37
Citrato de Sodio (2) 6
Bicarbonato de Sodio 1,25
EDTA (disodio) 1,25
Cloruro de potasio 0,75
Neomicina sulfato -
Penicilina G (Na) 0,6
Dihidrostreptomicina 1

Cuenca et al. (2017)

2.20.2. ANDROSTAR PLUS

Este diluyente permite conservar el material seminal del verraco durante 7 dias.
Tiene factores protectores de membrana donde mantienen la integridad de los
espermatozoides, debido a choque térmico ya sea por temperatura, transporte
o dilucién. Estd compuesto por Glucosa: Citrato de Sodio, EDTA, Bicarbonato

de Sodio, Estabilizador de membrana, Antioxidante, Antibioticos. La manera de
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preparacion es vertiendo el polvo en agua destilada previamente temperada
(BIOTAY, 2018).

Cuadro 2.3. Composicion del diluyente Androstar Plus

Composicion del diluyente Androstar Plus

Componentes glL
Glucosa(monohidrato),g/L 26
Citrato de Sodio(2), g/L 8
Bicarbonato de Sodio, g/L 1,2
EDTA(disodio), g/L 24

BSA(fraccion V) 2,5

Neomicina sulfato, g/L
Penicilina G (Na), g/L 0,6

Dihidrostreptomicina, g/L 1
(BIOTAY, 2018).




CAPITULO Ill. DESARROLLO METODOLOGICO
3.1. UBICACION DE LA INVESTIGACION

Facultad de.gEquéias;

Veterinarias,ESPAME

La siguiente investigacion se realizé 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 Limén, canton Bolivar, situado
geograficamente entre las coordenadas 0° 49 23” latitud sur; 80° 11’ 01”

longitud oeste y una altitud de 15 msnm.

3.2. CARACTERISTICAS CLIMATICAS
Las caracteristicas climaticas en el sitio EI Limén, de la parroquia Calceta

ubicada en el cantén Bolivar de la Provincia de Manabi son:

Cuadro 3.1. Caracteristicas climaticas

Variables Valor
Precipitacion media anual 782,60 mm
Temperatura media anual 26,05°C

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

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



3.3. DURACION DEL TRABAJO
El trabajo de investigacion tuvo una duracion de 8 meses.

3.4. FACTOR EN ESTUDIO
Coenzima Q10 (0,00; 0,02; 0,04; 0,06 mg/mL)
Dias (1, 2, 3,4,5,6,7)

3.5. TRATAMIENTOS
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Para la evaluacion del efecto de la adicion de la Coenzima Q10 como

antioxidante en el semen fresco porcino, fueron constituidos por dos tipos de

diluyentes que fueron Androstar® Plus (Diluyente de 7 dias sin adicion de
CoQ10) y BTS (Diluyente de 3 dias con adicién de CoQ10). Los tratamientos

gue se fijaron para la investigacion fueron los siguientes:

Cuadro 3.2. Distribucion de tratamientos.

TRATAMIENTOS DESCRIPCION
T Androstar Plus (7 dias) Sin CoEnzima Q10
T2 BTS (7 dias) 0,02 mg CoQ10/ml semen
T3 BTS (7 dias) 0,04 mg CoQ10/ml semen
T4 BTS (7 dias) 0,06 mg CoQ10/ml semen

3.6. DISENO EXPERIMENTAL

La investigacion se organiz6 en un Disefio de Bloques Completamente al Azar

(DBCA), con arreglo de tratamientos factorial (4 x 7), sin interaccién. Siendo el

factor A, la adicién de la coenzima Q10 y el factor B los dias de la semana

trascurridos durante la evaluacion. Se consider6 la extraccion de semen en las

distintas semanas como el efecto de bloque, representados en cuatro

repeticiones.

Se utilizo el siguiente modelo estadistico:

Yik = M+ 0 + B+ Ok+ g
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Donde:

Y ijk : Observacion k-ésima del i-ésimo nivel del factor A y j-ésimo nivel del

factor B, en el k-ésimo bloque

L : Media general.

O Efecto del i-ésimo nivel del factor A (Niveles de inclusién de Coenzima)
i=1,2,3y 4

Bj: Efecto del j-ésimo nivel del factor B (Dias de la semana) j= 1,2,...7

O«: Efecto del k-esimo bloque (semana) k=1...4
gijk: Efecto aleatorio o error experimental con media cero y varianza comun.

Cuadro 3.3. Esquema de andlisis de varianza

FUENTES DE VARIACION GRADOS DE LIBERTAD
Error experimental 99
Factor A (Niveles de Coenzima) 3
Factor B (Dias de evaluacion) 6
Bloques (Semanas) 3
Total 111

3.8. UNIDAD EXPERIMENTAL
Se utilizé como unidad experimental 50 ml de semen diluido, extraido en cerdo
de la raza Yorkshire durante cuatro semanas y evaluados en cada uno de los

niveles de la CoQ10 durante siete dias; para un total de 112 observaciones.

3.9. VARIABLES EN ESTUDIO
3.9.1. VARIABLE INDEPENDIENTE

Coenzima Q10
Dias

3.9.2. VARIABLES DEPENDIENTES
Motilidad (%)

Normalidad (%)



30

Vitalidad (%)

NAR (Borde Apical Normal)
DAR (Borde Apical Dafado)
GCs (Gota Citoplasmatica)

Costo/Beneficio ($)

3.10. ANALISIS ESTADISTICO

La variabilidad de las respuestas de los pardmetros reproductivos y
caracteristicas morfolégicas como consecuencia de los factores de estudio, fue
analizada a través del analisis de varianza, utilizando un procedimiento lineal
general. Previamente se comprobo el supuesto de homogeneidad de varianza
(Prueba de Bartlett). Las variables gota citoplasmatica y normalidad no
cumplieron el supuesto precitado, se procedio a la transformacion por medio de
los artificios matematicos (Logaritmo), y la variable vitalidad se realiz6 por la via

no-parametrica, no acepto transformacion.

Las comparaciones de medias de rango multiple por medio de la prueba de
Tukey (5%), fueron realizadas para las variables que resultaron significativas
(P<0,05).

Las técnicas estadisticas mencionadas se realizaron por medio del software
estadistico SAS version 9.4 (2013).

3.11. PROCEDIMIENTO

3.11.1. MANEJO Y EXTRACCION DEL SEMEN PORCINO

Se realiz6 la extraccion del semen del verraco, ubicado en la Unidad de
Docencia, Investigacion y Vinculacion Hato Porcino de la carrera de Medicina
Veterinaria, la técnica que se utilizé fue la de la mano enguantada donde la
monta se la hizo en un maniqui o potro, simulando ser la hembra y se procedio
hacer la colecta. Se colecto cuatro eyaculados, que consistieron uno por cada
semana durante un mes, el material seminal fue colocado en una bolsa de

coleccion con un filtro de papel que se encontraba dentro del vaso de colecta,
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solo se colecto la fraccion rica del semen. Posteriormente se llevé al laboratorio

para el analisis microscopico y macroscopico.

3.11.2. EVALUACION SEMINAL

3.11.2.1. EXAMEN MACROSCOPICO

VOLUMEN

El volumen se midié con una balanza digital donde se ubicé la funda de colecta
con el material seminal. Pefiafiel, (2018) afirma que, el volumen del eyaculado
normal para los animales jovenes es de 8 a 12 meses es de 100 a 300 ml; para
los mayores de 12 meses, de 100 a 500 ml, cabe mencionar que el volumen
también puede variar dependiendo de la raza, del estado del animal y de la

nutricion del verraco.

COLOR
El color normal del semen del verraco es blanco lechoso, se considera colores
anormales el amarillo, rojizo, café, lo cual nos indica que tiene procesos

infecciosos.

OLOR
El olor caracteristico del semen es sui generis, este se caracteriza por estar

ligado a feromonas del aparato genital.

pH
El pH del eyaculado va depender de la proporcidon que constituye las glandulas

anexas, se mide con las tiritas de ph, siendo el valor normal 6.4 a 7.5.

3.11.2.2. EXAMEN MICROSCOPICO

MOTILIDAD

Esta prueba se la realiz6 con una micropipeta tomando una muestra del semen
y poniendo una gota en el portaobjeto previamente calentado a una
temperatura de 37°C y se colocé el cubre objeto llevando la muestra para
observarla en el microscopio. Se observaron los movimientos circulatorios,
rectilineos y estos fueron expresados en porcentajes, donde la técnica que se
la realizo fue con el método subjetivo, donde en la siguiente tabla se detalla la
escala de motilidad a utilizar
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Cuadro 3.4. Clasificacion de motilidad espermatica

ESCALA DE VIGOR ESPERMATICO DE ACUERDO A LA MOTILIDAD

0  Espermatozoides inméviles o muertos.

1 Espermatozoides sin movimiento progresivo, girando sobre si mismo

2 Espermatozoides con movimiento anormal o eventualmente progresivo.
3 Espermatozoides sin movimiento progresivo lento y sinuoso

4 Espermatozoides sin movimiento progresivo muy rapido.

5  Espermatozoides sin movimiento progresivo enérgico.

Fuente: (Tana, 2017).

VITALIDAD Y MORTALIDAD

En la vitalidad y mortalidad de los espermatozoides se realizé utilizando
colorantes denominados eosina-nigrosina, donde se coloca una gota de semen
en un portaobjeto y una gota de eosina-nigrosina y se hace el frotis dejando
secar por unos minutos, luego se procede a evaluar la muestra en el
microscopio, donde los espermatozoides que se tifien de colorante estan
muertos y los que no se tifien estan vivos. Para obtener el porcentaje se

contaban 100 células dispersas en la placa y se utilizaba la siguiente formula:

Espermatozoides Vivos*100 Celulas espematicas
100%

Mortalidad =

[3.1]

NORMALIDAD
Esta técnica se realizé en el microscopio empleando la técnica de tincién donde
permitid observar el aspecto general de los espermatozoides y su integridad

acrosomal.

3.11.2. DILUCION DEL SEMEN

Se realiz6 la extraccion de una gota de semen con una micro pipeta y se la
ubicé en un tubo de ependor donde procedimos a ubicar en la camara de
Neubauer y posteriormente observamos en el microscopio, luego se hizo el

célculo para determinar la concentracion espermatica.

Para preparar la dosis se determind la concentracién con la que se trabajo

todas las dosis seminales. Hay diferentes criterios sobre la concentracion
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precisa para trabajar, pero en si siempre se trabaja entre 2.5 y 5 x 10°
espermatozoides por cada dosis seminal. Se utilizé la siguiente formula para la

determinacion del namero de dosis (Farias e Intriago, 2017):

N = DB
Cc

[3.2]
Donde:

N= Numero de dosis

A= Numero total de espermatozoides (determinado en la prueba de

concentracion)
VE= Volumen del eyaculado (determinado en la evaluacion del eyaculado)
C= Concentracién que se desea en la dosis seminal (Ej.: 3 x 10

Una vez determinado el numero total de dosis, se pudo determinar el volumen

total de eyaculado y extensor que debemos utilizar (Aguilar, 2015):
Formula para la determinacion del volumen total:
VT = (N)(CB) [3.3]
Donde:
VT= Volumen total
N=Numero de dosis (determinado de la férmula anterior)

CB= Capacidad de la botella de inseminacion (Dependiendo del equipo que

tengamos, en este caso 90 CC)

Como ultimo paso se obtuvo la cantidad de extensor a mezclar al eyaculado,

partir de la formula anterior.

Férmula para la determinacién de la cantidad de extensor a utilizar (Farias e
Intriago, 2017):



34
E=VT -VE [3.4]
Donde:
E= Cantidad de extensor a utilizar
VT=Volumen total (determinado del resultado de la férmula anterior)

VE= Volumen del eyaculado (determinado de la evaluacion del eyaculado)

3.11.3. ADICION DE COENZIMA Q10

La colecta fue dividida por igual para todos los tratamientos y se prepararon 21
muestras con 50 ml, repartidas en 3 tratamientos con diluyente BTS para la
adicion de la coenzima Q10 en concentraciones de 0,02 mg/ml; 0,04 mg/ml;
0,06 mg/ml del antioxidante y un tratamiento testigo con diluyente Androstar®
Plus (sin aplicacion de CoQ10) donde se preparé 7 muestras con 50 ml. Cabe

recalcar que cada tratamiento tuvo cuatro repeticiones.

3.11.4. ENVASADO DEL SEMEN DILUIDO
Se procedi6 al llenado de las botellas de inseminacion, se coloco

aproximadamente 50ml de semen diluido por botella y se rotulo las botellas.

3.11.5. ALMACENAMIENTO DEL SEMEN DILUIDO
Envasadas las dosis seminales, se almacenaron en la nevera a una

temperatura entre 15°C a 20°C.

3.11.6. EVALUA CION DEL SEMEN ALMACENADO
Se evaluo los 4 tratamientos cada 24 horas, mediante el microscopio donde se

cuantifico la motilidad, Vitalidad, normalidad por 7 dias.

3.11.7. 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 evalud las diferentes anormalidades presentes en los
espermatozoides, siendo estas: Borde Apical Normal (NAR), Borde Apical
Dafniado (DAR) y Gotas Citoplasmaticas que pueden ser proximal, medial y
distal (GCs).



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EFECTO DE LA COENZIMA Q10 SOBRE LA VITALIDAD
ESPERMATICA DE SEMEN PORCINO REFRIGERADO

Como se puede observar en el cuadro 4.1 no se encuentra diferencia
estadistica en el parametro de borde apical normal, sin embargo, hubo una
mayor normalidad en el T1y T4 (95,42 + 0,27); mientras que en el Borde Apical
Dafiado se destaco el T2 (3,67 + 0,69). Por otra, parte en la incidencia de Gota
Citoplasmatica hubo presencia de diferencia estadistica (P<0,05) obteniendo

un mayor promedio en el T3 con 2,16 + 0,10 (Ver Anexo 27 y 28).

Cuadro 4.1. Promedios y error estandar de la vitalidad espermatica con respecto a los distintos niveles de CoQ10.

NAR DAR GCs¢
Tratamientos
(CoQ10)
Promedio E|"ror Promedio EI"I'OI' Promedio El:ror
estandar estandar estandar
T 95,42 +0,27 3,25+0,55 1,53 +0,14
T2 92,64 + 0,56 3,67 +0,69 2,152+0,14
T3 93,85+ 0,41 3,03+0,48 2,162 +0,10
T4 95,42 +0,27 3,39 £045 2,102+ 0,11

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

NAR: Borde Apical Normal; DAR: Borde Apical Dafiado; GCs: Gota Citoplasmatica; T1: Tratamiento de Androstar
Plus sin adicién de CoQ10; T2: Tratamiento de BTS + CoQ10 (0,02 mg/ml); T3: Tratamiento de BTS + CoQ10 (0,04
mg/ml); T4: Tratamiento de BTS + CoQ10 (0,06 mg/ml)

€ Promedios resultantes de la transformacion a logaritmo

En el cuadro 4.2 se observa que no existe diferencia estadistica en los
parametros morfolégicos con respecto a las distintas semanas, donde se
encontré una mayor normalidad en el borde apical en el S2 (94,92 + 0,37). Por
otra parte, en las variables Borde Apical Daflado y Gota Citoplasmatica se
encontraron diferencia estadistica (P>0,05) donde se destac6é DAR el S2 con
(4,89 £ 0,39) y en GCs con un promedio de (2,45 + 0,16) en el S1 (Ver Anexo
30).
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Cuadro 4.2. Promedios y error estandar de la vitalidad espermatica con respecto al efecto semanas.

NAR DAR GCS¢
Semanas
Promedio E|:ror Promedio Etror Promedio El:ror
estandar estandar estandar
1 93,75 +0,52 1,64 + 0,46 2,452 +0,16
2 94,92 +0,37 4,89 +0,39 2,102 +0,14
3 94,57 £ 0,54 3,172 + 0,67 1,61¢ +£0,09
4 94,10+ 0,31 3,642+ 0,46 1,790 +0,06

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

NAR: Borde Apical Normal; DAR: Borde Apical Dafiado; GCs: Gota Citoplasmatica; € Promedios resultantes de la
transformacion a logaritmo

El andlisis de varianza para el efecto dia no presento diferencias estadisticas
(P>0,05) para las variables NAR, DAR Y GCs (Ver Anexo 27). Como se puede
observar en el cuadro 4.3 los parametros morfolégicos con respecto a los dias,
donde se encontré una mayor normalidad en el borde apical en el sexto dia
(94,06 £ 0,73); mientras que en la variable Borde Apical Dafiado se destaco el
séptimo dia con (7,12 = 0,59) y en la Gota Citoplasmatica al segundo dia con
un promedio de (2,10 + 0,19).

Cuadro 4.3. Promedios y error estandar de la vitalidad espermatica con respecto al efecto dias.

NAR DAR GCS¢
Dias Promedio E|:ror Promedio EI:I'OI‘ Promedio EI:I'OI'
estandar estandar estandar
1 93,87 £ 0,87 5,37 £ 0,67 1,78 +0,19
2 93,06 +0,77 6,12 + 1,08 2,10+0,19
3 93,50 + 0,58 6,62 + 0,59 1,98 +0,13
4 93,00 £ 0,84 6,06 + 0,85 1,91+0,18
5 93,68 +0,76 5,87 +0,81 2,05+0,15
6 94,06 +0,73 581+0,67 2,01+0,24
7 92,18 +0,48 7,12+0,59 2,07 +£0,15

NAR: Borde Apical Normal; DAR: Borde Apical Dafiado; GCs: Gota Citoplasmatica
€ Promedios resultantes de la transformacion a logaritmo

Estos resultados son parecidos a los obtenidos por Coérdova et al. (2015)

quienes demostraron en estudios realizados que la implementacion de
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antioxidantes en la refrigeracion de semen porcino refrigerado no altera la
calidad del borde apical normal de las células espermaticas durante los
primeros 7 dias, lo que los hacen candidatos para prometedores en la

conservacion seminal de porcinos.

De la misma manera Cérdova (2010) expresa que la inclusion de antioxidantes
previo a la refrigeracion de semen porcino, no desfavorece la calidad de las
células espermaticas, lo que podria considerarse como una alternativa en la

congelacion de semen de verracos.

Los promedios obtenidos son similares a los encontrados por Diaz et al. (2009)
donde afirman que las células espermaticas con dafio en borde apical en
semen porcino refrigerado oscilan entre 3,85% y 6,40%; lo cual puede ser
causado por el almacenamiento en cadenas de frio, lo que causa dafio en el
acrosoma de la célula ya que el semen de porcinos tiene una mayor

susceptibilidad alta frente a bajas temperaturas.

De la misma manera Osorio et al. (2007) en estudios realizados encontraron
gue, en el procesamiento de semen refrigerado, se encuentra alteraciones en
la calidad de la esperma debido a factores fisicos, ademas se obtuvo diferencia
significativa (P<0,05) entre las 0 a 24 horas post dilucion en el deterioro de
acrosoma (borde apical dafiado) en células espermaticas, lo que se da

generalmente por choques térmicos en semen diluido.

Es importante resaltar lo mencionado por Henao et al. (2011) donde expresan
gue no hubo presencia de diferencia estadistica (P>0,05) en la variable de
porcentaje de gotas citoplasmatica en células espermaticas con un aproximado
de 38% cercano al rango minimo considerado aceptable (30%), ademas
afirman que hay ciertos factores como la fructosa y el AMPc (Adenosin
monofosfato ciclico) del plasma seminal que intervienen en la maduracion

espermatica, en el desprendimiento de las GCs.

Por otra parte, Gomez et al. (2014) reportan que la presencia de 20% de gotas
citoplasmaticas se relaciona en la baja tasa de fertilidad en machos

reproductores y se ven asociados a factores como la edad, morfologia de las
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células espermaéticas, control y manejo del reproductor, nutricién, tiempo de

servicio.

En resumen, con lo antes mencionado se podrian decir que la célula
espermatica no alcanzo un estado de maduracion por lo cual se gener6 dichas
gotas citoplasmaticas, ademas, también influyen tanto la alimentacion y el
estado del animal donde se encuentre. Ademas, el dafio de la membrana se
pudo haber debido a la manipulacién del semen al momento de la extensién de

las tinciones realizadas.

4.2. EFECTO DE LA ADICION DE COENZIMA Q10 SOBRE LA
CALIDAD Y FUNCIONALIDAD DE LA MEMBRANA
ESPERMATICA EN EL SEMEN PORCINO REFRIGERADO

Se observa en el cuadro 4.4 los promedios de errores estandar, donde se
encuentra diferencia estadistica (P>0,05) en los parametros reproductivos de
motilidad y normalidad con respecto a los distintos niveles de coenzima Q10,
donde se encontré6 una mayor motilidad en el T1 (91,07 + 1,10) y de la misma
manera en la variable normalidad (85,35 = 1,51); mientras la vitalidad se
destaco T1y T4 (4,55 £+ 0,20) (ver Anexo 27).

Cuadro 4.4. Promedios y error estandar de la funcionalidad de membrana con respecto a los distintos niveles de
coenzima Q10.

_ Motilidad Normalidad® Vitalidad®
Tratamientos
(CoQ10) Promedio Efror Promedio EI:FOI' Promedio En:ror
estandar estandar estandar
T 91,072 £1,10 85,352 + 1,51 4552+ 0,27
T2 82,32¢ + 0,87 78,03 +1,18 4,52b +0,56
T3 85,000c + 0,68 78,390 + 0,96 4,545+ 041
T4 86,25 +0,87 79,46 +0,93 4552+0,20

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

T1: Tratamiento de Androstar Plus sin adicion de CoQ10; T2: Tratamiento de BTS + CoQ10 (0,02 mg/ml); T3:
Tratamiento de BTS + CoQ10 (0,04 mg/ml); T4: Tratamiento de BTS + CoQ10 (0,06 mg/ml)

€ Promedios resultantes de la transformacién a logaritmo

£ Analizada por la via no paramétrica.

En el cuadro 4.5 se observan los promedios obtenidos en el andlisis de
varianza (ver Anexo 27) que no existe diferencia estadistica (P<0,05) en los

parametros reproductivos de motilidad, normalidad y vitalidad con respecto a
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las distintas semanas, donde se encontré una mayor motilidad en el T2 (86,96
+ 1,03); de la misma manera se encontraron mayores promedios de la variable
normalidad en el T2 con (82,67 + 1,21) y en la vitalidad con un promedio de
(94,92 + 0,37).

Cuadro 4.5. Promedios y error estandar de la funcionalidad de membrana con respecto al efecto semanas.

Motilidad Normalidad® Vitalidad®
Semanas Promedio esE;odrar Promedio esE;Lodrar Promedio esE;\odrar
1 85,71 +1,08 79,82+ 1,16 93,75 +0,52
2 86,96 + 1,03 82,67 +121 9492 +0,37
3 85,17 1,29 78,03 + 1,41 9457 +0,54
4 86,78 + 0,82 80,71 41,25 9410 +0,31

€ Promedios resultantes de la transformacion a logaritmo

fvia no parameétrica.

Los promedios obtenidos como observar en el cuadro 4.6 con respecto al
analisis se encuentra diferencia estadistica (P<0,05) en los parametros
reproductivos de motilidad y normalidad con respecto a los dias, donde se
encontrd6 una mayor motilidad en el primer dia (89,37 + 1,28) y de la misma
manera en la variable normalidad (84,68 + 1,67). Por otra parte, en la vitalidad
no hubo diferencias estadisticas entre tratamientos (P>0,05), sin embargo,
hubo mayor vitalidad al segundo dia (94,87 + 0,36).

Cuadro 4.6. Promedios y error estandar de la funcionalidad de membrana con respecto a los dias.

Motilidad Normalidad® Vitalidad®
Dias Error Error Error
Promedio . Promedio \ Promedio ,
estandar estandar estandar
1 89,372 +1,28 84,682+ 1,67 94,81 +0,85
2 88,122+ 143 83,1220 + 1,92 94,87 +0,36
3 87,5020 + 1,51 81,562 + 1,69 94,00 +0,49
4 86,253 + 1,61 80,6220 + 1,70 94,68 + 0,37
5 86,253 +1,40 79,373¢ +1.70 95,18 + 0,55
6 85,000 +0,79 78,12tc +£0,89 93,75+0,71
7 80,62¢ + 0,62 74,68+ 1,06 93,06 + 0,60

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

€ Promedios resultantes de la transformacion a logaritmo

£ Analizada por la via no paramétrica.
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Los promedios obtenidos por Valdez et al. (2017) contrastan con los
encontrados en esta investigacion, donde afirma que la implementacion de
acido ascorbico en dosis de 0,02 mg/ml tiene una mayor incidencia en el
tratamiento de estrés oxidativo de células espermaticas dentro de la
refrigeracion de semen porcino diluido a partir del quinto dia. Por otro lado,
afirman que la motilidad que se encontré (entre 75% y 80%) son rangos

aceptables para ser considerados como un semen viable.

Flores et al. (2018) expresan que dentro del sector bioreproductivo la
refrigeracion de semen fresco la preservacion de las células esperméticas es
de alta relevancia, ya que es una alternativa a la difusibn de recursos
genéticos. Ademas, manifiesta que la implementacion de antioxidantes no
causa dafio a nivel morfolégico en la célula, ni causa baja tasa de motilidad o

fertilidad en hembras.

Cérdova et al. (2017) encontraron diferencias significativas cuando aplicaron
diferentes dosis de acido ascoérbico (Vitamina C) 1, 2 y 4 mg/ml obteniendo
mejores resultados en una concentracion de 4 mg/ml en pajas de 0,25 ml, 0%,
41% ,40% y 63% de la motilidad y normalidad espermética.

De la misma manera Cabrita et al. (2011) en estudios realizados afirman que
las propiedades antioxidantes que presentan los extensores de vida de células
espermaticas en la refrigeracién del semen porcino son favorables, ya que no

alteran la morfologia, vitalidad, normalidad y motilidad de este.

Pefa et al. (2003) afirman que, en experimentos hechos en semen de verracos
con la adicion de Vitamina E, la vitalidad de las células espermaticas tuvo un
efecto mayor en el tratamiento con una dosis mas elevada y se encontré una

mayor cantidad de espermatozoides con una elevada actividad mitocondrial.

Giaretta et al. (2015) reportan que uno de los efectos benéficos de algunos
antioxidantes implementados en diluyentes para la refrigeracion de semen
porcino reduce el estrés oxidativo y asi, mejorar las caracteristicas seminales

espermaéticas, lo que hace de ellas células viables para la reproduccion.
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Los promedios obtenidos de las variables relacionadas a la calidad y
funcionalidad de la membrana, son similares a los reportados en otras
investigaciones. Ante este hecho es importante resaltar, que el efecto de la
Coenzima Q10, puede estar asociado a las condiciones climéticas, ademas del

diluyente que pueda ser utilizado.

4.3. ANALISIS DE COSTO DEL USO DE LA COENZIMA Q10
COMO COADYUVANTE EN PROCESO DE REFRIGERACION
SEMEN PORCINO

El cuadro 4.7 se presenta el analisis de costo del uso de la coenzima Qi y los
egresos correspondientes al preparar una dosis seminal con una duracién de 7
dias, se pudo constatar la diferencia de precio, con BTS + Co Qio $1,20 y
Androstar Plus un costo de $2,15 en el cual se ahorra $0,90 centavos de dolar
por dosis haciendo mas rentable la elaboracion de las dosis seminales usando
BTS + CoQio haciendo que las células esperméticas mejoren su calidad
previniendo el estrés oxidativo y acortando el aceleramiento y el envejecimiento

celular prematuro, reduciendo los costos de elaboracion y almacenamiento.

Cuadro 4.7. Andlisis econémico de la adicion de la CoQ10.

CANTIDAD MATERIALES BTS + CoQ10 ANDROSTAR PLUS
1 Diluyente $3,50 $14,00
4 Guantes $1,00 $1,00
2 Fundas $1,00 $1,00
1 Microcubeta $1,75 $1,75
2 Papel filtro $0,50 $0,50
1 Agua Biodestilada $2,00 $2,00
1 Botella dosificadora $1,25 $1,25
1 CoEnzima Q10 $1,00 $0,00

TOTAL $12,00 $21,50
/ 10
VALOR POR DOSIS $1,20 $2,15

Guachun (2017) cuando utilizé el extracto del Aloe vera (Aloe barbadensis
miller) en la refrigeracién del semen porcino, concluy6é que la implementacion
de antioxidantes en la crioconservacion de células espermaticas porcinas
puede ser considerada una alternativa que baje el costo de produccion y
mantenga los niveles Optimos para reproduccidon porcina. Esta aseveracion
podria ser considerada para inferir el mismo comportamiento cuando se utiliza

la Coenzima Q10.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. CONCLUSIONES

La adicion de CoQ10 como antioxidante en la refrigeracion de semen porcino
no tiene efectos negativos sobre los parametros de calidad morfolégicos en

células espermaticas, lo que permite aumentar el tiempo de preservacion.

El efecto de la CoQ10 sobre el semen porcino diluido en las variables motilidad,
normalidad y vitalidad no se evidencié anomalias en los rangos obtenidos, lo
gue convierte en una alternativa favorable para la reproduccion porcina ya que

no altera los indicadores de calidad en el semen porcino refrigerado.

En el analisis de los costos de produccion al utilizar CoQ10 como extensor de
vida de las células espermaticas, se observdé que la adicion de este
antioxidante obtuvo un costo/beneficio con el uso de BTS + CoQ10 de $1,20,
mientras que el Androstar® Plus obtuvo un valor por dosis de $2,15 en el

mismo tiempo de conservacion.
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5.2. RECOMENDACIONES

Aungue ha transcurrido casi un siglo utilizando la inseminacion artificial porcina,
el conocimiento sobre los procesos de conservacion de los espermatozoides
porcinos es aun muy limitado, por lo que es necesario profundizar en los
estudios en diversas direcciones como el uso de antioxidantes naturales que

mejoren la calidad de la estructura y vitalidad espermatica.

Se recomienda realizar mas investigaciones sobre el uso de niveles més altos
de coenzima Q10, en los sistemas de reproduccion porcino con el objetivo de
cuantificar la fertilidad, la prolificidad y la fecundidad, para de esta manera

validar los resultados obtenidos en este ensayo y recomendar su utilizacion.
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Anexo 1. Foto del Cerdo reproductor de la raza Yorkshire extraido semen
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Anexo 2. Foto de Colecta de semen de cerdo reproductor Yorkshire.
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Anexo 3. Foto Dilucién de semen de cerdo en diluyentes comerciales.

Anexo 4. Foto de la Distribucion de la CoQ10 por tratamiento (0,02 mg/ml; 0,04 mg/mly 0,06 mg/ml).




Anexo 5-A. Foto de Adicion de la CoQ10 por tratamiento.
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Anexo 6-A. Foto de la Observacion de las variables a medir.

Anexo 6-B. Foto de la Observacion de las variables a medir.
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Anexo 7-A. Foto de la Toma de resultados de las variables a medidas.

Anexo 7-A. Foto de la Toma de resultados de las variables a medidas.
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Anexo 8-A. Foto de la evaluacion Evaluacion de la morfologia espermatica.

Anexo 8-B. Foto de la Evaluacion de la morfologia espermatica.




Anexo 9. Analisis descriptivo de las variables bajo estudio con respecto a la CoQ10 (sin adicion de CoQ10).

Descriptive Statistics for CoQl0 =1

DAR MOTILIDAD GCs NAR
NORMALIDA
N 28 28 28 28
28
Mean 3.2500 91.071 1.5344 95.429
85.357
SD 2.9518 5.8305 0.7506 1.4764
8.0425
SE Mean 0.5578 1.1019 0.1418 0.2790
1.5199
C.V. 3.1654 6.4021 48.918 1.5472
9.4222
Minimum 87.000 80.000 0.0000 91.000
70.000
Maximum 98.000 95.000 2.8904 98.000
95.000

VTL
N 28
Mean 4.5583
SD 1.4764
SE Mean 0.2790
C.V. 1.5472
Minimum 91.000
Maximum 98.000

Anexo 10. Analisis descriptivo de las variables bajo estudio con respecto a la CoQ10 (0,02 mg/ml).

Descriptive Statistics for CoQl0 = 2

DAR MOTILIDAD GCs NAR
NORMALIDA
N 28 28 28 28
28
Mean 3.6790 82.321 2.1584 92.643
78.036
SD 3.6924 4.6112 0.7689 2.9841
6.2863
SE Mean 0.6978 0.8714 0.1453 0.5639
1.1880
C.V. 3.9415 5.6015 35.621 3.2211
8.05560
Minimum 84.000 75.000 0.6931 85.000
70.000
Maximum 98.000 90.000 4.7185 98.000
95.000

VTL
N 28
Mean 4.5282
SD 2.9841
SE Mean 0.5639
C.V. 3.2211
Minimum 85.000

Maximum 98.000
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Anexo 11. Andlisis descriptivo de las variables bajo estudio con respecto a la CoQ10 (0,04 mg/ml).

Descriptive Statistics for CoQ1l0 = 3

DAR MOTILIDAD GCs NAR
NORMALIDA
N 28 28 28 28
28
Mean 3.0360 85.000 2.1682 93.857
78.393
SD 2.5745 3.6004 0.5771 2.1725
5.1015
SE Mean 0.4865 0.6804 0.1091 0.4106
0.9641
C.V. 2.7673 4.2358 26.617 2.3146
6.5076
Minimum 88.000 80.000 0.6931 90.000
70.000
Maximum 97.000 90.000 3.1781 98.000
85.000

VTL
N 28
Mean 4.5415
SD 2.1725
SE Mean 0.41006
C.V. 2.314¢6
Minimum 90.000
Maximum 98.000

Anexo 12. Analisis descriptivo de las variables bajo estudio con respecto a la CoQ10 (0,06 mg/ml).

Descriptive Statistics for CoQl0 = 4

DAR MOTILIDAD GCs NAR
NORMALIDA
N 28 28 28 28
28
Mean 3.3930 86.250 2.1057 95.429
79.464
SD 2.4089 4.6398 0.6099 1.4764
4.9701
SE Mean 0.4552 0.8768 0.1153 0.2790
0.9393
C.V. 2.5793 5.3795 28.964 1.5472
6.2546
Minimum 90.000 80.000 1.0986 90.000
70.000
Maximum 97.000 95.000 3.2958 97.000
90.000

VTL
N 28
Mean 4.5583
SD 1.4764
SE Mean 0.2790
C.V. 1.5472
Minimum 90.000

Maximum 97.000
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Anexo 13. Analisis descriptivo de las variables bajo estudio con respecto a la Semana 1.

Descriptive Statistics for SEMANA =1

DAR MOTILIDAD GCs NAR
NORMALIDA
N 28 28 28 28
28
Mean 1.6430 85.714 2.4532 93.750
79.821
SD 2.4827 5.7275 0.8676 2.7571
6.1587
SE Mean 0.4692 1.0824 0.1640 0.5211
1.1639
C.V. 2.7092 6.6821 35.365 2.9410
7.7156
Minimum 87.000 80.000 0.0000 90.000
70.000
Maximum 96.000 95.000 4.7185 98.000
90.000

VTL
N 28
Mean 93.750
SD 2.7571
SE Mean 0.5211
C.V. 2.9410
Minimum 90.000
Maximum 98.000

Anexo 14. Analisis descriptivo de las variables bajo estudio con respecto a la Semana 2.

Descriptive Statistics for SEMANA = 2

DAR MOTILIDAD GCs NAR
NORMALIDA
N 28 28 28 28
28
Mean 4.8930 86.964 2.1054 94.929
82.679
SD 2.1141 5.5007 0.7727 1.9987
6.4524
SE Mean 0.3995 1.0395 0.1460 0.3777
1.2194
C.V. 2.2279 6.3253 36.703 2.1055
7.8042
Minimum 90.000 80.000 0.0000 90.000
70.000
Maximum 98.000 95.000 3.0445 98.000
95.000

VTL
N 28
Mean 94.929
SD 1.9987
SE Mean 0.3777
C.V. 2.1055
Minimum 90.000

Maximum 98.000
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Anexo 15. Analisis descriptivo de las variables bajo estudio con respecto a la Semana 3.

Descriptive Statistics for SEMANA = 3

DAR MOTILIDAD GCs NAR
NORMALIDA
N 28 28 28 28
28
Mean 3.179 85.179 1.6108 94.571
78.036
SD 3.5700 6.8694 0.5094 2.8986
7.4956
SE Mean 0.6747 1.2982 0.0963 0.5478
1.4165
C.V. 3.8313 8.0647 31.621 3.0650
9.6053
Minimum 84.000 75.000 0.6931 85.000
70.000
Maximum 97.000 95.000 2.8904 97.000
90.000

VTL
N 28
Mean 94.571
SD 2.8986
SE Mean 0.5478
C.V. 3.0650
Minimum 85.000
Maximum 97.000

Anexo 16. Analisis descriptivo de las variables bajo estudio con respecto a la Semana 4.

Descriptive Statistics for SEMANA = 4

DAR MOTILIDAD GCs NAR
NORMALIDA
N 28 28 28 28
28
Mean 3.6430 86.786 1.7974 94.107
80.714
SD 2.4527 4.3492 0.3433 1.6852
6.6269
SE Mean 0.4635 0.8219 0.0649 0.3185
1.2524
C.V. 2.6192 5.0114 19.103 1.7907
8.2103
Minimum 89.000 80.000 1.0986 90.000
70.000
Maximum 98.000 95.000 2.4849 96.000
95.000

VTL
N 28
Mean 94.107
SD 1.6852
SE Mean 0.3185
C.V. 1.7907
Minimum 90.000

Maximum 96.000
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Anexo 17. Analisis descriptivo de las variables bajo estudio con respecto al dia 1.

Descriptive Statistics for DIAS =1

MOTILIDAD DAR GCs NAR
NOR
N 16 16 16 16
16
Mean 89.375 5.3750 1.7864 93.875
84.688
SD 5.1235 2.6802 0.7840 3.4809
6.7004
SE Mean 1.2809 0.6700 0.1960 0.8702
1.6751
C.V. 5.7326 49.8604 43.885 3.7080
7.9120
Minimum 80.000 2.0000 0.0000 84.000
70.000
Maximum 95.000 13.000 3.2958 98.000
95.000

VTL

N 16
Mean 94.813
SD 3.4297
SE Mean 0.8574
C.V. 3.6173
Minimum 85.000
Maximum 98.000

Anexo 18. Analisis descriptivo de las variables bajo estudio con respecto al dia 2.

Descriptive Statistics for DIAS = 2

MOTILIDAD DAR GCs NAR
NOR
N 16 16 16 16
16
Mean 88.125 6.1250 2.1097 93.063
83.125
SD 5.7373 4.3493 0.7709 3.1085
7.7190
SE Mean 1.4343 1.0873 0.1927 0.7771
1.9298
C.V. 6.5104 71.009 36.541 3.3402
9.2860
Minimum 75.000 1.0000 0.6931 87.000
70.000
Maximum 95.000 17.000 3.2958 98.000
95.000

VTL

N 16
Mean 94.875
SD 1.4549
SE Mean 0.3637
C.V. 1.5335
Minimum 92.000

Maximum 97.000
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Anexo 19. Analisis descriptivo de las variables bajo estudio con respecto al dia 3.

Descriptive Statistics for DIAS = 3

MOTILIDAD DAR GCs NAR
NOR
N 16 16 16 16
16
Mean 87.500 6.6250 1.9876 93.500
81.563
SD 6.0553 2.3629 0.5534 2.3381
6.7623
SE Mean 1.5138 0.5907 0.1384 0.5845
1.6906
C.V. 6.9203 35.667 27.845 2.5006
8.2910
Minimum 75.000 3.0000 0.6931 88.000
70.000
Maximum 95.000 12.000 2.8332 97.000
90.000

VTL

N 16
Mean 94.000
SD 1.9604
SE Mean 0.4916
C.V. 2.0919
Minimum 90.000
Maximum 97.000

Anexo 20. Analisis descriptivo de las variables bajo estudio con respecto al dia 4.

Descriptive Statistics for DIAS = 4

MOTILIDAD DAR GCs NAR
NOR
N 16 16 16 16
16
Mean 86.250 6.0625 1.9170 93.000
80.625
SD 6.4550 3.4345 0.7439 3.3862
6.8007
SE Mean 1.6137 0.8586 0.1860 0.8466
1.7002
C.V. 7.4840 56.652 38.807 3.0411
8.4350
Minimum 75.000 2.0000 0.0000 85.000
70.000
Maximum 95.000 16.000 2.8904 97.000
90.000

VTL

N 16
Mean 94.688
SD 1.4930
SE Mean 0.3733
C.V. 1.5768
Minimum 90.000

Maximum 96.000
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Anexo 21. Analisis descriptivo de las variables bajo estudio con respecto al dia 5.

Descriptive Statistics for DIAS = 5

MOTILIDAD DAR GCs NAR
NOR
N 16 16 16 16
16
Mean 86.250 5.8750 2.0512 93.688
79.375
SD 5.6273 3.2429 0.5999 3.0489
6.8007
SE Mean 1.4008 0.8107 0.1500 0.7622
1.7002
C.V. 6.5244 55.199 29.246 3.2543
8.5679
Minimum 80.000 2.0000 1.0986 89.000
70.000
Maximum 95.000 13.000 3.0445 98.000
90.000

VTL

N 16
Mean 95.188
SD 2.2277
SE Mean 0.5569
C.V. 2.3403
Minimum 90.000
Maximum 98.000

Anexo 22. Andlisis descriptivo de las variables bajo estudio con respecto al dia 6.

Descriptive Statistics for DIAS = 6

MOTILIDAD DAR GCs NAR
NOR
N 16 16 16 16
16
Mean 85.000 5.8125 2.0182 94.063
78.125
SD 3.1623 2.6887 0.9876 2.9319
3.5940
SE Mean 0.7900 0.6722 0.2469 0.7330
0.8985
C.V. 3.7203 46.257 48.932 3.1169
4.6003
Minimum 80.000 2.0000 0.6931 89.000
70.000
Maximum 90.000 10.000 4.7185 98.000
80.000

VTL

N 16
Mean 93.750
SD 2.8636
SE Mean 0.7159
C.V. 3.0545
Minimum 89.000

Maximum 97.000



Anexo 23. Analisis descriptivo de las variables bajo estudio con respecto al dia 7.

Descriptive Statistics for DIAS = 7

MOTILIDAD DAR
N 16 16
Mean 80.625 7.1250
SD 2.5000 2.3629
SE Mean 0.6250 0.5907
C.V. 3.1008 33.164
Minimum 75.000 4.0000
Maximum 85.000 10.000
VTL
N 16
Mean 93.063
SD 2.4075
SE Mean 0.6019
C.V. 2.5869
Minimum 89.000
Maximum 96.000

GCs

16
2.0717
0.6253
0.1563
30.183
1.0986
2.9957

Anexo 24. Prueba de Bartlett homogeneidad de varianza parametros reproductivos.

MOTILIDAD

Bartlett's Test of Equal Variances
Cochran's Q 0.3788
Largest Var / Smallest Var 2.6224

NORMALIDAD

Bartlett's Test of Equal Variances
Cochran's Q 0.4175
Largest Var / Smallest Var 2.6185

Chi-Sqg

6.07

Chi-Sqg
8.36

PRUEBA HOMOGENEIDAD NORMALIDAD TRASNFORMADA

Grand Mean 1.9032 Cv 1.79

Bartlett's Test of Equal Variances
Cochran's Q 0.4085
Largest Var / Smallest Var 2.5334

VITALIDAD
Bartlett's Test of Equal Variances

Cochran's Q 0.4951
Largest Var / Smallest Var 4.0850

Chi-Sg
7.39

Chi-Sqgq
19.0

NAR
16
92.188
1.9397
0.4849
2.1041
90.000
96.000
DF P
3 0.1083
DF P
3 0.0391
DF P
3 0.0604
DF P
3 0.0003

NOR

16
74.688
4.2696
1.0674
5.7166
70.000
80.000



Anexo 25. Analisis no paramétrico la variable vitalidad con respecto a los dias, semanas y CoQ10.
Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for VTL by CoQl0

Mean Sample
CoQ10 Rank Size

1 69.9 28
2 36.6 28
3 47.3 28
4 72.3 28
Total 56.5 112
Kruskal-Wallis Statistic 24.9494

P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.0000

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 3 25493 8497.62 10.4 0.0000
Within 108 87925 814.12

Total 111 113418

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for VTL by SEMANA

Mean Sample

SEMANA Rank Size

1 49.8 28

2 63.4 28

3 63.5 28

4 49.3 28

Total 56.5 112
Kruskal-Wallis Statistic 5.2788

P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.1525

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 3 5394 1797.93 1.80 0.1520
Within 108 108024 1000.22

Total 111 113418

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for VTL by DIAS

Mean Sample

DIAS Rank Size
1 70.1 16
2 59.3 16
3 47.5 16
4 58.1 16
5 70.3 16
6 51.0 16
7 39.1 16
Total 56.5 112
Kruskal-Wallis Statistic 12.5363

P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.0510

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF Ss MS F P
Between 6 12809 2134.91 2.23 0.0460
Within 105 100609 958.18

Total 111 113418



Anexo 26. Prueba de Bartlett homogeneidad de varianza parametros morfolégicos.

NAR (BORDE APICAL NORMAL)

Chi-Sg DF
Bartlett's Test of Equal Variances 5.95 3 L1142
Cochran's Q 0.3920
Largest Var / Smallest Var 2.3494
DAR (BORDE APICAL DANADO)
Chi-Sgq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 4.00 3 .2610
Cochran's Q 0.3501
Largest Var / Smallest Var 2.0293
CGS (GOTAS CITOPLASMATICAS)
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 88.5 3 .0000
Cochran's Q 0.8286
Largest Var / Smallest Var 20.704
TRANSFORMADA A LOGARITMO
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 3.30 3 .3478
Cochran's Q 0.3179
Largest Var / Smallest Var 1.7750
Anexo 27. Andlisis de varianza para los parametros reproductivos.
Analysis of Variance Table for MOTILIDAD
Source DF SS MS F P
SEMANA 3 61.61 20.536 1.28 0.2870
DIAS 6 767.86 127.976 7.95 0.0000
CoQ10 3 1125.89 375.298 23.31 0.0000
Error 99 1593.75 16.0098
Total 111 3549.11
Grand Mean 86.161 CV 4.66
Analysis of Variance Table for NORMALIDAD
Source DF Ss MS F P
SEMANA 3 313.17 104.390 3.67 0.0148
DIAS 6 1056.25 176.042 6.19 0.0000
CoQ10 3 981.03 327.009 11.51 0.0000
Error 99 2813.62 28.420
Total 111 5164.06
Grand Mean 80.313 CV 6.64
Analysis of Variance Table for VITALIDAD
Source DF Ss MS F P
CoQ10 3 0.01777 0.00592 12.39 0.0000
SEMANA 3 0.00255 0.00085 1.78 0.1557
DIAS 6 0.00626 0.00104 2.18 0.0509
Error 99 0.04732 0.00048
Total 111 0.07390
Grand Mean 4.5466 Cv 0.48



Anexo 28. Analisis de varianza para los parametros morfolégicos.

Analysis of Variance Table for NAR

Source DF Ss MS F P
SEMANA 3 60.07 20.0238 2.21 0.0922
DIAS 6 31.59 5.2649 0.58 0.7455
CoQ10 3 43.36 14.4524 1.59 0.1961
Error 99 898.70 9.0777

Total 111 1033.71

Grand Mean 6.1429 CV 49.05

Analysis of Variance Table for DAR

Source DF SS MS F P
SEMANA 3 151.464 50.4881 6.68 0.0004
DIAS 6 39.607 6.6012 0.87 0.5171
CoQ10 3 6.107 2.0357 0.27 0.8473
Error 99 747.929 7.5548

Total 111 945.107

Grand Mean 93.339 CVv 2.94

Analysis of Variance Table for GCsl

Source DF SS MS F P
SEMANA 3 11.4452 3.81506 10.04 0.0000
DIAS 6 1.1573 0.19288 0.51 0.8012
CoQ10 3 7.8699 2.62330 6.91 0.0003
Error 99 37.6062 0.37986

Total 111 58.0786

Grand Mean 1.9917 Cv 30.94

Anexo 29. Prueba de Tukey para el andlisis de CoQ10 en las variables motilidad, normalidad, vitalidad y GCs.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of MOTILIDAD for CoQl0

CoQ10 Mean Homogeneous Groups
1 91.071 A
4 86.250 B
3 85.000 BC
2 82.321 C

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of NORMALIDAD for CoQ10

CoQ10 Mean Homogeneous Groups
1 85357 A
4 79.464 B
3 78.393 B
2 78.036 B

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of VITALIDAD for CoQ1l0

CoQ10 Mean Homogeneous Groups
1 4.5583 A
4 4.5583 A
3 4.5415 B
2 4.5282 B

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of GCsl for CoQl0

CoQ10 Mean Homogeneous Groups
3 2.1682 A
2 2.1584 A
4 2.1057 A
1 1.5344 B



Anexo 30. Prueba de Tukey para el analisis de semanas en las variables DAR y GCs.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of DAR for SEMANA

SEMANA Mean Homogeneous Groups
2 4.8930 A
4 3.6430 A
3 3.1790 AB
1 1.6430 B

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of GCsl for SEMANA

SEMANA Mean Homogeneous Groups
1 2.4532 A
2 2.1054 AB
4 1.7974 BC
3 1.6108 C

Anexo 31. Prueba de Tukey para el andlisis de semanas en las variables motilidad y normalidad.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of MOTILIDAD for DIAS

DIAS Mean Homogeneous Groups

1 89.375 A

2 88.125 AB
3 87.500 AB
5 86.250 AB
4 86.250 AB
6 85.000 B
7 80.625 C

Tukey HSD All-Pairwise Comparison Test of NORMALIDAD for DIAS

Dias Mean Homogeneous Groups
1 84.688 A
2 83.125 AB
3 81.563 AB
4 80.625 AB
5 79.375 ABC
6 78.125 BC
7 74.688 C



