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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el semen porcino centrifugado de raza
Pietrain para la obtencion de dosis con alta concentracién espermatica, para lo cual se
trabajo con 4 tratamientos: Tx0 (Tratamiento control) y diferentes fuerzas gravitacionales
Tx1 (1200g), Tx2 (2200g) y Tx3 (3200g). Se trabajo con 143 ml de semen de cerdo de
raza Pietrain utilizando un disefio completamente al azar con 6 repeticiones por
tratamiento, los resultados fueron comparados mediante la prueba de Tukey al 0.05, donde
se evaluo diferentes parametros para determinar la calidad seminal. Las variables tomadas
en cuenta para analizar el semen fresco fueron obtenidas mediante un estudio
macroscopico (color, olor, volumen) y mediante pruebas microscopicas (morfologia,
concentracion espermatica, motilidad masal e individual), mientras que, para los
tratamientos de semen centrifugado se afadieron las variables (porcentaje de

espermatozoides vivos y muertos en pruebas microscopicas).

Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente por ANOVA (analisis de
varianza), donde no se encontro diferencia significativa a excepcion de la concentracion
espermatica la cual presentd diferencias estadisticas en los tratamientos (Tx2) y (Tx3)
indicando que la concentracion espermatica variaria en dependencia de la fuerza

centrifuga empleada.

Palabras Clave: Semen, Centrifugado, Concentracion espermatica, Calidad seminal,

Técnicas convencionales.



ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the centrifuged porcine sperm of the Pietrain
breed in order to obtain dose with high concentration of sperm, for which it was needed
to work with 4 treatments: Tx0 (Control treatment) and different gravitational forces Tx1
(1200g), Tx2 (2200g) and Tx3 (3200g). 143 ml of pork sperm from Pietrain breed were
applied, using a design completely random with 6 repetitions per treatment, the results
were compared through the Tukey test to the 0.05, where different parameters were
evaluated in order to determine the sperm quality. The variables considered to analyze the
fresh sperm were obtained through a macroscopic research (color, smell, volume) and
through microscopic tests (morphology, sperm concentration, mass and individual
motility), meanwhile, for the treatments with centrifuged sperm the variables were added

(alive and dead spermatozoids percentage in microscopic tests).

The obtained results were statistically analyzed by ANOVA (Variance Analysis), where
there was no meaningful difference found, except from the sperm concentration which
demonstrated statistic differences in the treatments (Tx2) and (Tx3) showing that the

sperm concentration varies depending the centrifuged force applied.

Key Words: Sperm, Centrifuged, Sperm Concentration, Sperm Quality, Conventional

Techniques.
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INTRODUCCION

En Latinoamérica hay diversas biotecnologias de la reproduccion las cuales buscan
maximizar la obtencion de progenie a través del almacenamiento del material genético,
volviéndose una préctica comun la recoleccion, almacenamiento y el congelamiento de
semen en diversas especies de animales de granja, sin embargo, las técnicas de recoleccién
y procesamiento de semen se han mantenido a lo largo de los afos, sobre todo en la especie
porcina. Técnicas de recoleccién como la estimulacién manual del animal es cominmente
usada, una vez se obtiene la muestra, el semen es procesado con la finalidad de eliminar
impurezas y para proteger a las células espermaticas. Varias investigaciones sobre todo
en equinos, sugieren que la centrifugacion de la muestra podria ser un método que ayude
a separar la fraccion espermatica del plasma seminal, por lo que se eliminaran las

impurezas de la muestra permitiendo que haya una concentracion de células mayor.

En el Ecuador al igual que en el resto de paises Latinoamericanos, el procedimiento de
semen en verracos incluye técnicas comunes que hasta hoy no se han perfeccionado,
métodos como la dilucion y el envasado de pajuelas son técnicas usadas sin prestar
atencién en las eficiencias reproductivas que puede generar dosis con altas
concentraciones espermaticas generando tasas de concepcion altas mejorando el nimero
de las camadas, por lo cual, esta investigacion hizo énfasis en la centrifugacion de las
muestras seminales para asi generar dosis cuya concentracion espermatica sea alta

tratando de mantener una buena viabilidad espermatica.

Incluir la centrifugacion en el procesamiento de semen, puede tener un alto impacto en la
calidad seminal y el nimero de células que se generara al implementar este método se
elevard, es de vital importancia comprender que la muestra seminal se comportara distinto
dependiendo de la fuerza de centrifugacion a las que son sometidas. Por lo que, si
conseguimos la fuerza centrifuga idonea, lograremos que la muestra se divida de forma

mas homogénea para lograr tener la fraccion rica en espermatozoides, lo que no los

xii



abstendria de sufrir algan tipo de dafio en la motilidad o en la estructura de las células
espermaticas, sin embargo, se podria generar un método de procesamiento de semen de
verraco la cual en su mayoria mantenga su integridad y la funcionalidad en las células

espermaticas
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CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos

En la reproduccion porcicola es de suma importancia generar buenos indices de
concepcién, por lo que, generalmente se busca emplear técnicas de recoleccion y
almacenamiento de semen ya que el semen de un solo macho servira para inseminar varias
hembras y es primordial el analisis de la muestra seminal antes y después del manejo ya
que, nos dard una pauta general de la calidad seminal mediante pruebas de laboratorio
(Rodriguez-Marti Nez, n.d.).

Segun Rugeles-Pinto et al. (2013), hay diversos métodos de recoleccion y conservacion
de semen de verraco los que generan una alta capacidad reproductiva que en consecuencia
genera mas lechones por camada. La refrigeracion del semen con dilutor es un método
gue nos ayudarad a maximizar los indices reproductivos y asi sacar el maximo provecho a
este método, ademas, hay que asegurarse de usar un diluyente de buena calidad. En
términos generales, al usar esta biotecnologia se podria mejorar la produccion de lechones

por afio, triplicando las concepciones en comparacién de los nacidos por monta natural.

De los métodos para separar la porcion rica en espermatozoides del resto del plasma
seminal, la mas elegida en animales de reproduccion ha sido la centrifugacion de semen,
es una buena eleccidn para obtener dosis con mayor nimero de células espermaticas. En
la investigacion de Restrepo et al. (2016), en donde se usé fuerzas de 600, 1000 y 1800
g, las dosis con menores dafios en las células espermaticas fueron las sometidas a 600 g,
no obstante, los espermatozoides tienden a no sufrir dafios estructurales en la membrana

plasmatica en fuerzas de centrifugacion por debajo de los 1800g.



Segun Varela et al. (2015), en su investigacion verifica métodos para separacion seminal
en equinos, el método de centrifugado puede generar dafios estructurales y funcionales en
el espermatozoide tales como vitalidad espermatica, motilidad progresiva y total, cabe
recalcar que, dichos resultados fueron obtenidos cuando se usé fuerzas de centrifugacion
de 1000 g, ademas, menciona que en los bovinos cuando se usan fuerzas mayores a los
700 g de centrifugacion, podria afectar al ADN de las células y también a su membrana

plasmaética reduciendo su funcionalidad.

Valverde y Madrigal (2019), indica que la concentracion espermaética en los eyaculados
de verraco es el valor de mayor importancia a la hora de su conservacion y su posterior
uso. Si solo se decide estimar dicho factor, podemos tener reducciones significativas en la
fertilidad y en consecuencia el retorno del estro también aumentar4 mientras que, el
namero de la camada y las tasas de parto disminuirdn. La mayoria de las veces la
concentracion espermatica se ve alterada, a lo mejor por afadir fracciones de diluyentes
inadecuados modificando el namero de dosis y las concentraciones celulares de las

mismas.

Segun Ochoa (2016), la centrifugacion de semen se ha vuelto un paso de mucha
importancia en las biotecnologias de la reproduccidn, el fin de dicho método es extraer el
plasma seminal separandolo del resto de la muestra, sin embargo, la centrifugacion
generara peroxidacion lipidica dafiando las membranas de los espermatozoides, siendo

asi, se debera tener precaucion con la fuerza de la centrifugadora.

Por lo general se busca aprovechar la zona rica en espermatozoides del plasma seminal,
lo que permitirda métodos biotecnoldégicos como inseminacién artificial o
crioconservacion, siendo imperativo que en un laboratorio se cumpla con ciertas

caracteristicas, una de ellas, el tener una concentracion espermatica alrededor de los 200-



300 millones de células espermaticas por cada ml de semen (Hernandez y Dominguez,
2013).

En la investigacién de Gosalvez et al. (2002), el acrosoma del espermatozoide resulta
dafiado por la centrifugacién, pero también, estimula la hipercinesis generando que las
células espermaticas tengan una mayor actividad motora, para lo cual, es recomendable
emplear fuerzas G distintas para evitar estos efectos que pueden resultar buenos o

perjudiciales para la muestra.

Hernandez-Corredor et al., (2013) en su investigacion efectuada en caprinos concluyo
que la centrifugacion es una alternativa que ayudara al congelamiento seminal, resultando
en una mejor calidad seminal sobre todo cuando en el proceso se utiliza diluyentes que
tengan leche descremada o yema de huevo ya que, no se mezclaran con los fosfolipidos
retirados previamente por la centrifugacion evitando asi la generacion de sustancias

toxicas que afectaran a los espermatozoides.

1.2 Marco Teobrico

1.2.1 Caracteristicas Reproductivas del Verraco

» Edad

La madurez sexual en el verraco se da a las 30 semanas de edad. Cuando el verraco cruza
esta edad, el sistema endocrino genera caracteristicas sexuales como el livido, ademas el
verraco tendra un aumento en el volumen de eyaculado y en la concentracion espermatica.
Mientras que todos los factores reproductivos comienzan a descender a partir de la semana
48 (Rodriguez-Martinez, n.d.).



> Raza

En el caso de los verracos, se ha comprobado que razas como Large White, Yorkshire,
Landrace (razas blancas) tienden a generar mayor volumen y concentracion espermatica
en el eyaculado en comparacion con razas como Pietrain o Duroc (razas oscuras)
(Sanglard et al., 2019).

» Condicion corporal

Es indispensable que el livido de los verracos se mantenga alta, para lo cual, se debe
mantener una condicion corporal excelente en el verraco, ademas, si anhelamos que la
produccidn espermatica crezca, una alimentacion a base de proteina y energia en altas

cantidades es idoneo (Sanglard et al., 2019).

» Tamafo testicular

Los verracos con tamafio testicular por encima de los 17 cm? produciran eyaculados con

mayor concentracion y motilidad espermatica (Hafez, 2003).

1.2.2 Extraccion de semen

La extraccion de semen de verraco se colectara de forma manual, con la mano enguantada
y con la ayuda de un potro metélico para facilitar la extraccion. EI semen recolectado se
depositara en primera instancia en bolsas de plastico y para ser transportadas al laboratorio
se lo hard en un termo o en un medio a 36°C. En la bolsa se obtendra dos sustancias, la

primera es translucida, proveniente de la préstata y de excreciones de las glandulas



bulbouretrales y la otra sustancia denominada la rica en espermatozoides, generalmente

de color blanco lechoso (lzquierdo et al., 2015).

1.2.3 Centrifugacion de semen

La centrifugaciéon de semen es un procedimiento que ha ido en auge en la reproduccién
de especies de granja ya que, dicho método ayuda a mejorar la calidad y motilidad
espermatica. Lo que busca esta técnica es separar la parte mas rica en espermatozoides de
los demas componentes del semen haciéndolos mas resistentes a los medios a los que sea
expuesto, ademas, el centrifugado elimina los espermatozoides muertos aumentando las
tasas de fertilidad, sin embargo, las muestras seminales son sometidas a fuerzas de
centrifugado altas o inestables, lo que puede resultar perjudicial para los espermatozoides

afectando motilidad y funcionalidad (Betacourt et al., 2016).

1.2.4 Manejo de las muestras

A la hora de la extraccion de semen, hemos de ser cuidadosos de no contaminar la muestra
final para que la vitalidad de los espermatozoides no se vea alterada. Antes de ser llevada
al laboratorio se tendra listo un bafio de agua a 36°C para mantener la temperatura de la

muestra mientras se analiza en el laboratorio la calidad seminal (INIFAP, 2009).

1.2.5 Tipos de Diluyentes

El diluyente es un factor de suma importancia en la conservacién de semen de verraco

porque proveera de nutrientes a los espermatozoides, que les permitira tener vitalidad,



ademas, en caso de que se requiera enfriar o congelar, brindara proteccion a las bajas

temperaturas y regularé el pH (6.9-7.1) (Acufia, 2018).

El diluyente permitira que las células esperméticas mantengan su capacidad de fertilizar
debido a que ayudard a conservar sus caracteristicas funcionales. El diluyente debera
prometer diversas caracteristicas entre las cuales se destacara: brindar nutrientes a las
células espermaéticas permitiendo su metabolismo, garantizar buenos indices de fertilidad
y vida. Algunos diluyentes estan hechos a base de yema de huevo, lactosa, etc. El
diluyente Nutrixcell es usado para el almacenamiento y enfriamiento de semen de verraco
ademas de proporcionar tasas de no retorno y de concepcion relativamente altas (Bravo,
n.d.).

1.2.6 Calidad Seminal

Para analizar la calidad seminal, tendremos que ver primero la cantidad de semen obtenida
del eyaculado (150-250 ml), es importante que el semen obtenido debe estar a méas de
35°C para que asi los espermatozoides mantengan su vitalidad, si la muestra seminal es
expuesta a condiciones adversas, la viabilidad se reducira. Todo material que vaya a estar
en contacto directo con la muestra debera estar esterilizado y precalentado a 35°C. En el
laboratorio se podra valorar la motilidad y morfologia, ademas, de forma inmediata se
valorara el color y olor que podria indicar que hay alguna anomalia en la muestra (Klein,
2014).

De manera general, podemos decir las valoraciones consideradas éptimas para procesar

una muestra seminal:



Color: El color del semen de carnero debe ser blanco lechoso, si hay algun tipo de color

anormal, se debera descartar la muestra.
Volumen: El volumen normal del carnero es de 150- 250 ml.
Olor: El olor es cominmente inoloro (Sui generis).

Morfologia: EIl semen de verraco debe tener una motilidad mayor al 75%, mientras que

el porcentaje de espermatozoides anormales debe ser menor al 10%.

Motilidad Masal: Aqui se valorara de forma subjetiva la calidad de movimientos de los
espermatozoides de una misma muestra en el microscopio, la motilidad masal e individual

sera medido desde 0, siendo la peor valoracion, hasta 4, que es la mejor valoracion.

Espermatozoides Andmalos: En la muestra el total de espermatozoides con algun tipo
de anormalidad no debera ser mayor al 10% pero, si la muestra presenta mas de 20% la

fertilidad del verraco deberé ser valorada a profundidad (Tapia, 2014).



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

e Evaluar semen porcino centrifugado de raza Pietrain para la obtencion de dosis con

alta concentracion espermatica

1.3.2 Objetivos Especificos

e Centrifugar a 1200, 2200 y 3200 g, por 10 minutos muestras de semen porcino de raza

Pietrain para el procesamiento de dosis con alta concentracion espermatica.

e Evaluar la calidad seminal de muestras procesadas de forma convencional frente a

muestras de alta concentracion espermatica obtenidas mediante centrifugacion.



CAPITULO Il. METODOLOGIA

2.1 Ubicacién del estudio

Esta investigacion se llevo a cabo en la Universidad Técnica de Ambato, Facultad de

ciencias Agropecuarias en el canton Cevallos en la provincia de Tungurahua. Ubicado a
2865 msnm. Coordenadas geograficas: 01°22°02” de latitud Sury 78°3620” latitud Oeste

(Geta Map, 2023).

2.2 Caracteristicas del lugar

Tabla 1: Caracteristicas meteoroldgicas

Parametros Valor
Altitud, msnm 2865
Humedad, % 70.7
Temperatura, °C 13-16
Precipitacién, mm/mes 27.17

Fuente: (Geta Map, 2023)

2.3 Equipos y Materiales

2.3.1 Equipos

» Microscopio
» Vortex

» Bafio de agua caliente



» Centrifugadora

2.3.2 Materiales

Agua bidestilada

Balanza

Probetas

Vasos de precipitacion
Micropipeta y micropuntas
Papel aluminio
TermdOmetro de agua
Termometro comun
Guantes

Alcohol

vV V.V V V V V V V V V

Diluyente

2.3.3 Materiales de oficina

» Calculadora
» Marcador indeleble

> Papel filtro

2.4 Factores de estudio

2.4.1 Factor 1

» Meétodo de centrifugado
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2.4.2 Factor 2

» Calidad seminal de las dosis centrifugadas

2.5 Manejo del experimento

2.5.1 Extraccion de semen

Las dosis seminales fueron extraidas a través del método de presion manual, para lo cual,
se necesitd que los verracos cuenten con entrenamiento posterior para que las extracciones
sean mas faciles, gracias a esto, los verracos usados para la extraccion no tuvieron
problemas para montar el caballete, con ayuda de una bolsa se tomo la extremidad
espiralada del verraco haciendo una ligera presion. El eyaculado se recogio en bolsas de
extraccion las cuales estaban en un medio a unos 36°C, la bolsa tuvo porciones las que
ayudaron a filtrar las fracciones seminales, luego se llevé la muestra al laboratorio para su

andlisis. Fueron transportadas en un medio a 36°C.

2.5.2 Manejo y dilucion de semen

Una vez recolectado el semen, se lo transport6 al laboratorio en el cual, previamente se
dejo un bafio de agua a unos 36°C en donde reposé el semen hasta que se mezclo con el

dilutor NUTRIXcell® y luego se analizé las muestras mediante pruebas de laboratorio.

La muestra seminal se dividio en 4 fracciones iguales (5 ml) en tubos eppendorf.

El primer tubo con muestra seminal fue diluido a porciones de 1:3 respectivamente para

finalmente ser analizado realizando las pruebas de laboratorio

El segundo frasco con semen, fue centrifugado a fuerzas de 1200 g durante 10 minutos,

luego con la ayuda de una micropipeta se retiré el plasma seminal dejando Unicamente la

11



fraccidn rica en espermatozoides, se afiadio el diluyente a fraccion de 1:3 respectivamente,

se mezclo el tubo y se analizd la muestra para determinar la calidad seminal.

El tercer tubo con liquido seminal fue llevado a centrifugar a fuerza de 2200 g durante 10
minutos, luego se extrajo el plasma seminal dejando Unicamente la fraccion rica en
espermatozoides, se afiadié el diluyente a fraccion de 1:3 y se realizd pruebas para

determinar la calidad seminal.

El cuarto tubo con liquido seminal fue sometido a centrifugacion a fuerza de 3200 g, luego
se extrajo el plasma seminal separandolo de la fraccion rica en espermatozoides, se afiadio
el diluyente a fraccion 1:3 respectivamente y se determind la calidad seminal en pruebas

de laboratorio.

Una vez se obtuvo las muestras diluidas, se realizé pruebas morfologicas para comprobar
las anormalidades que podria generar el método de centrifugacion para cada una de las 4
muestras, con ayuda de una micropipeta se recolectdé 5 ul de una muestra en un
portaobjetos en conjunto con una gota de eosina y se realizd un frotis por todo el
portaobjetos, con la ayuda de un cubreobjetos y de un microscopio con un lente x100, se
contd al menos 100 células espermaticas independientemente si tenga lesiones o no, se
sacé el porcentaje de los espermatozoides con anormalidades morfoldgicas en contraste
con los normales y finalmente se conto las células espermaticas vivas 0 muertas con ayuda

de la tincidn eosina nigrosina, este procedimiento se lo realizé a cada muestra.

5.3.3 Concentracion Espermatica

Para obtener la concentracion espermatica de cada muestra, se utilizd la cAmara de

Neubauer, en la cual, se contaron las células espermaticas en cada uno de los cuatro
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cuadrantes, se sumd los 64 resultados obtenidos y se los multiplico por 2.5 y el resultado

obtenido fueron los millones de células espermaticas (x10°) en ml de muestra seminal.

2.6 Variable Respuesta

» Morfologia espermatica: la morfologia espermatica fue evaluada a través de las
lesiones primarias y secundarias en los espermatozoides y fue cuantificada por cada
100 celulas.

» Motilidad masal: La motilidad masal fue evaluada por medio de un microscopio, la
actividad en masa fue agrupada de acuerdo con la escala de la siguiente tabla:

Tabla 2: Tabla de porcentaje de aceptacion para la motilidad masal

Grupo Tipo de movimiento Porcentaje de aceptacion
1 De remolino +70%
2 De onda -40%
3 Oscilatorio 41-60%
4 Sin movimiento 61-75%

Fuente: Tribulo et al., (2014)

» Motilidad individual: La motilidad individual fue evaluada mediante microscopia, la
motilidad progresiva de cada espermatozoide fue cuantificada de acuerdo al siguiente

cuadro:
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Tabla 3: Tabla de porcentaje de aceptacion para la motilidad individual

Grupo Tipo de movimiento Porcentaje de aceptacion
1 Rectilineo de avanzada 71-100%
progresiva
2 Rectilineos con fracciones de 61-70%

tiempo interrumpidas
3 Circulares 41-60%

4 Estatico <40%

Fuente: Tribulo et al., (2014)
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CAPITULO IIl. RESULTADO Y DISCUSION

3.1 Resultado Objetivo General

Tabla 4: Caracteristicas de semen de cerdo en fresco

Variables
Concentracion mov mov
Color Olor Volumen Espermatica morfologia individual masal
Blanco Sui 147.33
lechoso  generis ml 621 x10%/ml 88.31% 95.16% 98%

Los resultados obtenidos en esta investigacion, reportados en la Tabla 3 sobre los
parametros como el olor y el color de semen, concuerda con lo mencionado por Izquierdo
et al. (2015) en su investigacion, sin embargo, en parametros como el volumen y la
concentracion espermatica hay variaciones. Segun menciona Klein (2014), el volumen
promedio del eyaculado de un verraco es de 150-250 ml, siendo levemente superior los
140 ml promedios obtenidos en la presente investigacion. En cambio, la concentracion
espermatica obtenida fue de 621 x10%ml, el doble de lo mencionado por Klein (2014), en
su libro, la concentracion espermatica normal tiene un rango de 200-300 x10%/ml. Sin
embargo, la investigacion de Acosta et al. (2008), arrojo resultados similares en los
parametros de movilidad masal e individual, teniendo un promedio de 77.15%. Valle
Rodriguez (2017), en su estudio, menciona que la motilidad aceptada se encuentra en un
rango de 60-85%.

Todos estos parametros son indicadores para determinar la funcion reproductiva de los
verracos usados en el experimento, pero también, podemos estimar la capacidad de
fertilizar del espermatozoide y de la calidad seminal general, en este caso, podemos

determinar que la calidad seminal con la que se trabajo en esta investigacion fue excelente.
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3.2 Resultado Objetivo Especifico 1

Tabla 5: Caracteristicas de semen de cerdo centrifugado a distintas fuerzas

Tratamientos

Variables
Tx0 Tx1 Tx2 X3
Morfologia
Normal % 77.33% 70.194 77.72% 77.502
Anormalidades% 22142 29.802 22.18%2 22.48%2
Concentracion
espermatica 1199 2620 4601 6253
spzx/ml x10%/ml 2 x108/ml 3 x108/ml ® x108/ml €
Vivos % 80.47% 70.65% 78.62% 77.24%
Muertos % 19.512 29.348 21.07¢ 22.244
Motilidad masal
% 94508 90.16% 91.16% 89.83¢
Motilidad
individual % 93.16% 89.66% 91.33¢ 90.66%

E.E

3.27

3.25

415 x105/ml

3.02

3.02

3.27

2.54

p-Valor

0.9663

0.9793

<0.0001
0.1370

0.1366

0.7034

0.7917

@b Jas medias con letras distintas entre columnas representan diferencias significativas,

cuando P<0.05. Tx0: tratamiento control, sin centrifugacion. Tx1: tratamiento

centrifugado a 1200g. Tx2: tratamiento centrifugado a 2200 g. Tx3: tratamiento

centrifugado a 3200g. E.E: Error estandar de la media.

16



El método de centrifugado se estima que puede generar dafios mecéanicos durante dicho
proceso, al experimentar fuerzas mecanicas y a cambios de presion, dichos eventos pueden
generar que la membrana plasmatica del espermatozoide se vea afectada, sin embargo, la
Tabla 4 indica los resultados obtenidos en la investigacién, los cuales no muestran
variaciones significativas entre muestras centrifugadas a diferente fuerza, excepto para la
variable de concentracion espermética. En este sentido, si analizamos los parametros
evaluados, los resultados obtenidos son positivos. En la morfologia, el promedio logrado
para las muestras centrifugadas a fuerzas de 1200 g (Tx1) fue de 70.19%, mientras que
para las muestras sometidas a 2200 g (Tx2) fue de 77.72% y finalmente para aquellas
sometidas a fuerzas de 3200 g (Tx3) fue de 77.50%, siendo porcentajes relativamente
normales ya que lo aceptado en una muestra es 75%, mientras que, los porcentajes de
anormalidades cominmente aceptados es minimo 25%, en esta investigacion el mayor
valor numérico de anormalidades es de las muestra centrifugada a 1200 g (Tx 1) 29.80%,
sin embargo, las muestras son iguales estadisticamente. Por el contrario, en la
investigacion de Gosalvez et al. (2002), hay registros del 59% en muestras centrifugadas
a 250 g y el mayor porcentaje recogido fue 71.2%, similar al porcentaje registrado en la
presente investigacion en centrifugaciones de 1200 g (Tx1), pero los datos a 2200 (Tx2)

y 3200 g (Tx3) son huméricamente mayores.

Los porcentajes de espermatozoides vivos y muertos son un indicativo crucial para
determinar la calidad seminal final. Obviamente, mientras mayor sea el porcentaje de
células vivas frente al porcentaje de células muertas, la calidad seminal sera mejor. Con
la ayuda del método de centrifugacion se espera que los espermatozoides muertos sean
suspendidos durante el proceso para que sean eliminados junto con el plasma seminal y
asi las células espermaticas vivas se concentren en la fraccidn rica en espermatozoides.
En todos los tratamientos de este estudio se obtuvieron datos positivos, teniendo el menor
porcentaje registrado (70%) de espermatozoides vivos en las muestras centrifugadas a
1200 g, mientras que, su porcentaje de muertos fue de 30%, dichos porcentajes son
similares para las muestras centrifugadas a 2200 (Tx2) y 3200 g (Tx3), asi por ejemplo,

con la centrifugacion a 2200 g (Tx2) se obtuvieron resultados de 78% vivos y 22%
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muertos, en cambio, para las muestras de 3200 g los resultados de vivos y muertos fueron
77% y 23% respectivamente, finalmente, la muestra con mayor porcentaje numérico de
espermatozoides vivos en relacion a los muertos fue de la muestra control (TxO0)
registrando porcentajes de 80% vivos y 20% muertos. Datos que concuerdan con los
obtenidos por Ortiz et al.,, (2014) donde, las muestras seminales sometidas a
centrifugacion, generaron variaciones significativas, entre las cuales, los parametros a
destacar fueron: porcentaje de espermatozoides vivos de 71.1%, mientras que, para los
espermatozoides con morfologia normal el porcentaje fue de 87%, resultados similares a

los obtenidos en este estudio.

En cuanto a la motilidad masal, esta investigacion obtuvo datos similares, sin embargo,
la muestra que mejor porcentaje numerico registro, fue el tratamiento control (Tx0),
logrando 94.5% de motilidad, al contrario, los tratamientos sometidos a 1200 (Tx1), 2200
(Tx2) y 3200 g (Tx3) obtuvieron 90.16%, 91.16% y 89.83% respectivamente, siendo
estadisticamente iguales, pero si plasmamos estos porcentajes en la tabla de aceptacion
de motilidad, los ubicamos en el grupo 1, teniendo en su mayoria movimientos de
remolino. Segun Olivia et al. (2017), las razones por las cuales el método de
centrifugacion causaria una reduccion en la motilidad, se deberia al estrés producido sobre
la membrana plasmatica del espermatozoide y a la produccidén de material reactivo de
oxigeno. Por otra parte, en la investigacion de Len et al., (2010) en la centrifugacion de
las muestras seminales en equinos, sometidos a fuerzas de 400, 900 y 4500 g, se comprobo
que el método de centrifugado podria afectar de manera negativa a la viabilidad y
motilidad espermatica de la muestra, por otro lado, la muestra que se hall6 con mas efectos
negativos de centrifugacion fue la del semen diluido y centrifugado a 4500 g por 10
minutos, dicho efecto negativo fue resultado de la fuerza elevada a la que se sometié las
muestras seminales, a pesar de esto, no se logré apreciar dichos efectos en el semen de
cerdo ya que los datos arrojados en esta investigacion fueron los siguientes: se registraron
4 promedios de motilidad individual, para el tratamiento control (Tx0) que es de semen
sin centrifugar, los resultados arrojaron un 93.16%, mientras que para las muestras

centrifugadas a 1200 g (Tx1) el resultado fue de 89.66%, para las muestras de 2200 g
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(Tx2) fueron de 91.33% y finalmente para aquellas centrifugadas a 3200 g (Tx3) el
resultado fue de 90.66%.

En contraste con los datos obtenidos por Gosalvez et al., (2002), la motilidad individual
con mayor porcentaje fueron las muestras centrifugadas a 250 y 1010 g logrando
porcentajes alrededor de 45%, mientras que, para las muestras control (Tx0) fueron
numeéricamente mayores, generando un 51.8% de motilidad individual que no deja de ser
mucho menor a los resultados obtenidos en esta investigacion, en los cuales, el menor
porcentaje registrado fue de 89%, colocandolo en la tabla de porcentajes de aceptacion,
estara promediado en el grupo 1, concuerda con lo mencionado por Zemjanis (1987),
quien indica que el semen centrifugado durante 15, 10 o 5 minutos se clasificarian como

una motilidad individual muy buena.

Por otro lado, las concentraciones espermaticas comerciales aceptadas son de 2000-3000
x10%/ml coincidiendo la concentracion registrada en (Tx1), pero, para los tratamientos
(Tx2) y (Tx3), las fuerzas centrifugas aumentaron numéricamente las células espermaticas
por cada ml de muestra logrando obtener dosis espermaticas ultraconcentradas cuyos
valores rondan los 4000-6000 x10° spzx/ml, resultando mas del doble que las
concentraciones de dosis seminales comerciales, no obstante, las muestras
ultraconcentradas requieren menos volumen lo que podria facilitar la administracion
intrauterina precisa y por consiguiente, la probabilidad de que los espermatozoides
alcancen y fertilicen el 6vulo es mucho mayor, las tasas de concepcion pueden elevarse
al igual que la eficiencia reproductiva, lo que podria generar en tasas de prefiez similares
0 mayores a técnicas mas complejas, como la fecundacién in vitro o la inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides, en términos generales, aplicar 1.A con dosis
seminales ultraconcentradas puede ser un método favorable no solo para la industria

porcicola, si no también lo puede ser para la industria pecuaria en general.
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3.3 Resultado Objetivo Especifico 2

Tabla 6: Anormalidades halladas en el semen de cerdo centrifugado a distintas fuerzas

Tratamientos

Anormalidades E.E P-
Valor
Tx0 Tx1 Tx2 X3
Cabeza Suelta % 13.218 12.328 8.934 8.7542 3.19 0.6742
Defectos de cola % 4898 4514 4.88%2 5.32% 1.61 0.9878
Cabeza piriforme % 3.082 3.38° 8.44% 8.24% 2.24 0.1914
DAG % 0.112 0@ 0@ 0@ 0.06 0.4133

?las medidas con letras iguales suponen que no existe alguna diferencia significativa, por
lo que p <0.05. TxO: tratamiento control, sin centrifugacion. Tx1: tratamiento centrifugado
a 1200g. Tx2: tratamiento centrifugado a 2200 g. Tx3: tratamiento centrifugado a 3200g.

E.E: Error estandar de la media.

La presente investigacion también evaluo los distintos tipos de anormalidades de lesiones
halladas entre las cuales existen: cabezas sueltas, cabezas piriformes, defectos de cola,
DAG (Tabla 5). Se contaron mediante microscopia 100 células y se promediaron en
dependencia de la existencia o no de anormalidades. Para los dafios en el acrosoma se
tomo en cuenta las lesiones de cabeza ya mencionadas; para las cabezas sueltas, en el
tratamiento que no se centrifug6 (Tx0), se hallé un promedio de 13.21%, mientras que
para los tratamientos centrifugados a 1200 (Tx1), 2200 (Tx2) y 3200 g (Tx3) los
resultados fueron 12.32%, 8.93% y 8.75% respectivamente. En cambio, para las cabezas
piriformes se hallaron en un porcentaje de 3.08% en muestras sin centrifugar (Tx0),
mientras que, para para las muestras centrifugadas, la menor registrada es con fuerzas de
1200g (Tx1) con un porcentaje de 3.38%, las otras dos fuerzas de centrifugacion (2200 y
3200 g) registraron porcentajes de 8.44 y 8.24%.
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Los defectos de cola tales como: cola enrollada, doblada o rota fueron tomadas en cuenta
en un solo parametro, teniendo presente que, los defectos de cola suelen afectar la
motilidad de la prueba. Los resultados para las muestras sin centrifugar (Tx0) fueron de
4.89%, las muestras centrifugadas no mostraron resultados con variaciones significativas
para ser consideradas, en fuerzas de 1200 g (Tx1) se obtuvo un 4.51% en defectos de cola,
para las fuerzas 2200 (Tx2) se registré un 4.88% y finalmente para las muestras de 3200

g (Tx3) el porcentaje de defectos de cola fue un 5.32%.

De todas las muestras analizadas, la anormalidad adicional que se detectd fue el defecto
DAG, sin embargo, dicho defecto solo fue registrado en muestras que no se sometieron a
centrifugacion (Tx0) registrando datos de 0.11%, en las demas muestras no se registraron

estos defectos.

En la investigacion de Gosalvez et al., (2002), se tomo en cuenta los dafios acrosomales
generales, en los resultados para las tres fuerzas usadas en la investigacion (250, 1010,
22509), ninguna de las 3 muestras resulté con variacion significativa, teniendo un mayor
porcentaje la centrifugacion a 1010 g resultando en 53.1% Yy la centrifugacion a 2250 g
mostré el menor porcentaje 49.4%, en comparacion con los datos recogidos en la actual
investigacion son relativamente mayores, sin embargo, en contraste con los datos del autor
antes mencionado, hay que sefialar que su estudio también registré datos para estimar
espermatozoides con cresta apical normal generando un mayor porcentaje (71.2%) para

las fuerzas 1010g.
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3.4 Comprobacion de la hipotesis

En base a los resultados obtenidos en esta investigacion, se rechaza la hipotesis alternativa
ya que no hubo variacion significativa en los pardmetros analizados, exceptuando la
concentracion espermatica, que es el pardmetro que mas se logré potencializar, logrando

muestras con excelentes concentraciones espermaticas por cada ml de muestra seminal.
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se concluye que el método de centrifugacion es una alternativa idénea para lograr
maximizar la concentracion espermatica por cada ml en una muestra seminal, logrando
asi variaciones significativas entre muestras centrifugadas, de forma general, en las
muestras sometidas a 3200 g se logrd duplicar el nimero de espermatozoides por ml en

comparacion a las concentraciones espermaticas comerciales.

La centrifugacion de semen es un factor que no genera cambios extremos en la muestra,
tampoco afecta a la calidad seminal final. La fuerza de centrifugacion usada y las
anormalidades halladas no guardan relacion entre si, por lo que al centrifugar a 1200, 2200
y 3200 g se obtendran resultados estadisticamente similares en todos los parametros,
exceptuando la concentracion espermatica que tendra variaciones numéricas y estadisticas

en dependencia a la fuerza empleada.

4.2 Recomendaciones

Usar tubos para centrifugacion redondos ya gque, en los tubos cénicos usados se hall6 parte

de la muestra seminal centrifugada precipitada al final del tubo.

Centrifugar muestras seminales entre 2200 y 3200 g para lograr aumentar las dosis
seminales por inseminacién, ademas se disminuira los espermatozoides anémalos por lo

gue se podria obtener camadas mas numerosas y sanas.
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ANEXOS

Anexo 1. Gréfico de semen en fresco

Peso

Variable N R® R* B CV
Peso (ml) 24 0.00 0.00 25.65

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl M F p-valor
Modelo 0.00 3 0.00 0.00 >0.9999
trt 0.00 3 0.00 0.00 >0.99%%9

Error 28563.41 20 1428.17
Total 28563.41 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=61.06923

Error: 1428.1707 gl: 20

trt Medias n E.E.

3 147.33 € 15.43 A

2 147.33 € 15.43 A

1 147.33 € 15.43 A

o 147.33 6 15.43 A

Medias con una letra comin no son significativamente difsrentes (p > 0.05)

Concentracion espermatica

Variable N R® R®f Aj CV
Concentracion espermatica .. 24 0.00 0.00 5.25

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.00 3 0.00 0.00 >0.9999
trt 0.00 3 0.00 0.00 >0.9999

Error 21333333333333300.00 20 106666666€6666670.00
Total 21333333333333300.00 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=52777246.15267

Error: 1066666666666666.3800 gl: 20

trt Medias n E.E.

3 621666666.67 € 13333333.33 A

2 €216666€6€6.67 € 13333333.33 A

1 621666666.67 € 13333333.33 A

0 €21666666.67 € 13333333.33 A

Msdias con una lstra comuin no son significativaments diferentes (p > 0.05)

Motilidad Masal

Variable N R* R®f A CWV
Mot. Masal en fresco (%) 24 0.00 0.00 0.86

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 0.00 3 0.00 0.00 >0.9999

trt 0.00 3 0.00 0.00 >0.9999

Error 14.00 20 0.70

Total 14.00 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.35201
Error: 0.7000 gl: 20
trt Medias n E.E.

3 97.50 6 0.34 A
2 97.50 € 0.34 A2
1 97.50 € 0.34 A
Q0 97.50 € 0.34 12
Medias con una lstra comin no son significat. di. (p > 0.05)
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Anexo 2. Gréfico de semen centrifugado a distintas fuerzas

Morfologia

Variable N R®* R® Aj CV
morfologia (%) 24 0.01 0.00 10.27

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo 16.77 3 5.59 0.09 0.9663
trt 16.77 3 5.59 0.09 0.9663

Error 1282.27 20 64.11
Total 1299.04 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=12.93918
Error: 64.1134 gl: 20
trt Medias n E.E.

0 77.08 € 3.27 A
3 77.51 € 3.27 A
2 77.89 6 3.27 A
1 79.31 € 3.27 A
Medias con una letra comiin no son significati dif (p > 0.05)
Anormalidades
Variable N R® R® Aj CV

Anormalidades (%) 24 0.01 0.00 36.42

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 11.77 3 3.%92 0.06 0.9783
tre 11.77 3 3.92 0.06 0.9793

Error 1269.33 20 63.47
Total 1281.10 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=12.87374

Error: 63.4665 gl: 20

trt Medias n E.E.

1 20.68 € 3.25 A

o] 22.15 € 3.25 A

2 22.18 6 3.25 A

3 22.48 6 3.25 A

Msdias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Vivos

Variable N R R® Aj CV
Vivos (%) 24 0.24 0.12 5.62

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 339.86 3 113.29 2.07 0.1370
trec 339.86 3 113.29 2.07 0.1370

Error 1096.88 20 54.84
Total 1436.73 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=11.96730
Error: 54.8438 gl: 20
trt Medias n E.E.

1 70.65 € 3.02 A
3 77.75 € 3.02 A
2 78.92 6 3.02 A
0 80.48 6 3.02 A
Medias con una letra comiin no son significati dif ip > 0.05)
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Muertos

Variable N R® R* Aj CV
Muertos (%) 24 0.24 0.12 32.16

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CcM F p-valor
Modelo 340.66 3 113.55 2.07 0.1366
trt 340.66 3 113.55 2.07 0.1366

Error 1098.02 20 54.90
Total 1438.68 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=11.97355
Error: 54.9011 gl: 20

trt Medias n E.E.
o 19.52 6 3.02
2 21.04 6 3.02
3 22.25 6 3.02
1 29.34 6 3.02
Medias con una letra comuin no son significativamente difsrentes (p > 0.05)

TR

Motilidad Masal

Variable N R® R® A CW
Mot Masal (%) 24 0.07 0.00 8.76

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 91.13 3 30.38 0.47 0.7034
trt 91.12 3 30.37 0.47 0.7034

Error 1279.83 20 63.99
Total 1370.86 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=12.92689
Error: 63.9917 gl: 20

trt Medias n E.E.

3 §9.50 6 3.27 A

1 90.00 € 3.27 &
2 91.17 € 3.27 A
0 94.50 € 3.27 A

Msdias con una letra comin no son significativaments diferentss (p > 0.05)

Motilidad Individual

Variable N R* R® Aj CVW
Mot Individual (%) 24 0.05 0.00 6.83

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 40.33 3 13.44 0.35 0.7917

trt 40.33 3 13.44 0.35 0.7917

Error 775.00 20 38.75°

Total 815.33 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=10.05931
Error: 38.7500 gl: 20

trt Medias n E.E.
1 89.67 € 2.54
3 90.50 € 2.54
2 91.33 € 2.54
0 93.17 € 2.54
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

T
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Concentracion espermatica

Concentracion espermatica (x10%6/ml

Variable N R® R*= Aj CV
Concentracion espermatica .. 24 0.81 0.78 27.76

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo 8.8494308791666€E19 3 2.94981029305555E19 28.44 <0.0001
trt 8.84943087916€67E19 3 2.94981029305556E19 28.44 <0.0001

Error 2.07455951666667E19 20 1.03727975833333E18
Total 1.09239903958333E20 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1645812343.93028

Error: 1.03727975833333453E0018 gl: 20

trt Medias n E.E.

0 1199500000.00 6 415788359.29 A

1 2620333333.33 & 415788359.29 A

2 4601500000.00 € 415788359.29 B

3 6253833333.33 € 415788358.29 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 3. Grafico de anormalidades en semen centrifugado a distintas fuerzas

Cabezas sueltas

Cbs %

Variable N R R® Aj CW
Cbs % 24 0.07 0.00 72.23

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 94.78 3 31.59 0.52 0.86742
TXC 94.78 3 31.59 0.52 0.6742

Error 1218.18 20 60.91
Total 1312.95 23.

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=12.61166
Error: 60.9088 gl: 20
txt Medias n E.E.

3 8.76 & 3.19 A
2 8.93 6 3.15 1A
1 12.32 6 3.19 A
0 13.21 & 3.19 A
Msdias con una letra comin no son significati dif (p > 0.05)

Cabezas Piriformes

Cbs Piri %

Variable N R R® Aj CV
Cbs Piri % 24 0.21 0.08 94.7¢

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. sC gl CM F p-valor

Modelo 156.50 3 52.30 1.74 0.1914

TXT 156.90 3 52.30 1.74 0.1914

Error 6€01.66 20 30.08

Total 758.56 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=8.86325
Error: 30.0830 gl: 20
txt Medias n E.E.

0 3.09 6 2.24 1
1 3.38 6 2.24 A
3 8.24 6 2.24 A
2 8.44 € 2.24 A

Medias con una lestra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Defectos de cola

Def col %

Variable N R® R* A7 CV
Def col $ 24 0.01 0.00 80.41

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC__ gl oM F__ p-valor
Modelo 2.01 3 0.67 0.04 0.9878
txt 2.01 3 0.67 0.04 0.9878

Error 310.84 20 15.54
Total 312.85 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=6.37067
Error: 15.5419 gl: 20
txt Medias n E.E.

1 4.51 6 1.€1 A
2 4.88 6 1.6l A
0 4.85 6 1.€1 n
3 5.33 6 1.61 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Defectos DAG

dag %

Variable N R* R* Aj cv
dag % 24 0.13 0.00 489.%0

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.06 3 0.02 1.00 0.4133
txt 0.06 3 0.02 1.00 0.4133
Exrror 0.42 20 0.02
Total 0.48 23 .

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.23420
Error: 0.0210 gl: 20
txt Medias n E.E.

3 0.00 € 0.06 A
2 0.00 6 0.06 A
1 0.00 6 0.06 A
0 0.12 6 0.06 A

Msdias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 4. Extraccion de semen
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Anexo 6. Centrifugacion de semen

Anexo 7. Analisis de semen
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