UNIVERSIDAD
CATOLICA
DE CUENCA

UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA
Comunidad Educativa al Servicio del Pueblo
UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS

AGROPECUARIAS

CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE LA COENZIMA
Q10 EN LA REFRIGERACION DE SEMEN OVINO

TRABAJO DE TITULACION PREVIO A LA OBTENCION DEL
TITULO DE MEDICA VETERINARIA

AUTOR: SONIA VIVIANA CRUZ PAREDES

DIRECTOR: DR. ANDRES LEONARDO MOSCOSO PIEDRA MSC

CUENCA - ECUADOR

2024

DIOS, PATRIA, CULTURA Y DESARROLLO



UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA
Comunidad Educativa al Servicio del Pueblo
UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS

AGROPECUARIAS.

CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA.

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE LA COENZIMA Q10 EN
LA REFRIGERACION DE SEMEN OVINO

TRABAJO DE TITULACION DE PREVIO A LA OBTENCION DEL
TITULO DE MEDICA VETERINARIA

AUTOR: SONIA VIVIANA CRUZ PAREDES

DIRECTOR: DR. ANDRES LEONARDO MOSCOSO PIEDRA MSC

CUENCA - ECUADOR

2024

DIOS, PATRIA, CULTURA 'Y DESARROLLO



Catoélica

UQ} Universidad DECLARATORIA DE AUTORIA Y RESPONSABILIDAD
de Cuenca

Declaratoria de Autoria y Responsabilidad

Sonia Viviana Cuz Paredes portadora de la cédula de ciudadania N2 1207504711. Declaro ser el autor
de la obra: “Efecto de la concentracion de la coenzima Q10 en la refrigeracién de semen ovino”,
sobre la cual me hago responsable sobre las opiniones, versiones e ideas expresadas. Declaro que la
misma ha sido elaborada respetando los derechos de propiedad intelectual de terceros y eximo a la
Universidad Catélica de Cuenca sobre cualquier reclamacidn que pudiera existir al respecto. Declaro
finalmente que mi obra ha sido realizada cumpliendo con todos los requisitos legales, éticos y
bioéticos de investigacidon, que la misma no incumple con la normativa nacional e internacional en el
area especifica de investigacidon, sobre la que también me responsabilizo y eximo a la Universidad

Catolica de Cuenca de toda reclamacidn al respecto.

Cuenca, 03 de octubre del 2024

Sonia Viviana Cruz Paredes

C.1. 1207504711

www.ucacue.edu.ec




: Universidad
‘9 Catélica
de Cuenca

Certificacién

Yo, Andrés Leonardo Moscoso Piedra, certifico que el presente trabajo “Efecto De La
Concentracion De La Coenzima Q 10 En La Refrigeracion De Semen Ovino” Fue
desarrollado por Sonia Viviana Cruz Paredes, y ha sido guiado y revisado periddicamente y

cumple normas estatuarias establecidas por la Universidad Catdlica de Cuenca.

Debido que es una investigacion particular con el proposito de cumplir un requisito previo a la

obtencidn del Titulo de Médico Veterinario.

Cuenca, 18/9/2024

Firmado

ANDRES digitalmente por
LEONARDQ ANDRES

LEONARDO

MOSCOSO Moscoso piEDRA
P| EDRA Fecha: 2024.09.18

09:55:13 -05'00

Dr. Andrés Leonardo Moscoso Piedra
DIRECTOR DEL TRABAJO DE TITULACION
UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA



Dedicatoria

Esto va dedicado a las personas que han sido mi mayor fortaleza y motivacion en
cada paso de este camino.

A mi madre, Sonia Paredes Amaiquema, no encuentro palabras suficientes para
agradecerte todo lo que has hecho por mi. Has sido mi refugio en los momentos mas oscuros
y mi inspiracion constante. Tu sacrificio, tu fuerza y ese amor inmenso que me das han sido
el motor que me impulsa a seguir. Te admiro de una manera que no puedo describir, y todo
lo que soy te lo debo a ti. Cada logro que alcanzo lleva tu nombre, mama.

Mi papa, Pablo Cruz Pulecio, con tu amabilidad y paciencia, me has ensefiado a
enfrentar los retos con una sonrisa y un corazon abierto.

A mis queridas hermanas, Lady y Paulita Cruz Paredes, gracias por ser mis
consejeras, mis aliadas, por cada palabra de aliento y cada gesto de amor que me han dado.
Ustedes han sido mi roca en los momentos dificiles, y no hay forma de expresar cuanto valoro
su apoyo.

Y a mis amigos, por su compaiiia, por estar a mi lado en los momentos mas dificiles
y por ayudarme a llegar hasta aqui.

Sonia Viviana Cruz Paredes



Vi

Agradecimiento

Quisiera expresar mi mas sincero agradecimiento al Dr. Andrés Moscoso Msc, mi
tutor de tesis, por su invaluable orientacion y paciencia a lo largo de este proceso. Su vasto
conocimiento y dedicacion fueron esenciales para la culminacion de este trabajo. Aprecio
profundamente el tiempo y el esfuerzo que ha dedicado a guiarme y por confiar en mi
capacidad para llevar a cabo este proyecto.

De igual manera, extiendo mi agradecimiento al Ing. Manuel Maldonado, cuya
disposicion y apoyo fueron fundamentales en momentos clave. Agradezco profundamente su
apoyo y colaboracion, que contribuyeron de manera significativa al desarrollo de esta tesis.
Estoy profundamente agradecido por su valiosa colaboracion.

Sonia Viviana Cruz Paredes



Vil

INDICE
Declaratoria de autoria y responsabilidad. .........cccceoereeiineriiininieeneeseeeee e i
(@S U To: o) 16 ) WSS vV
DEAICATOTIA ...ttt ettt e s b e she e st st e bt e b e s bt e eat e sab e b e b e nbeeereeeareeteens v
AGIAAECTIMICIITO ...ttt ettt ettt ettt b e s b e s bt e sat e et e et e e s bt e sbeesatesabeeabeenbeenbeesbeesaeeenneen Vi
R 2SS4 11 T2 WP 1
Y N o 1 5 ¢ o1 A SR 2
T 13 (o Yo 1315 () s RO 3
4. FUundamento TEOTICO ...cccuiiuiriiiiieeeitie ettt sttt e bt e st st st e be e beesmeeemeeeaneeeeens 5
4.1 PrOAUCCION. .......eueeeeiiiiii s s s s s 5
4.2 ROAZOS...ccuuuiiiiieiiiiiiiniiiiiiieiiiriiieiiiiiiieiiriieesiirienesiirieessiirinmssieriemssisrsessssersensssersensssssssnssss 5
4.3 ANGIiSiS SEMINGIES..........cccovvvviriviviriririririiiriririiiriririririririrerire s reseeees 6
4.4 DilUYENLE........eeeeeeeeeeeeeereeeeeeeenseeeteeneesstesssesssassesssnsssssssnsssnssnmssssssnssssnssnssassssnssanssnnns 7
4.5 TEIIAAY et eeeetteeeeettseessetasessesasssssssasssnsssasssnsssasssnssnnsssnssnssasssnnssanennnns 8
4.6 W Vo 11 1 (= O (o] 2T 0Tl L] (=L J PR 8
4.7  €0eNZIMA QIO......cceuuuuuuiieereeeveenssrsiierreeeeennnssssieerssemsmesssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 8
5. Materiales Y MELOAOS ...eoueeriiriieiiniieitentieitete sttt sttt ettt ettt et sb et esbeebt et sbe et e sbeeneseeeneenne 9
5.1 ODLENCION DEI S@MEN a....eeeaeeaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 9
5.2 EXamindcion Del SEMEN .............ccoveieiviiiiiiiiiiiiiiiiininisisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssse s 10
5.3 RESTIGEOIACION ......eaeeeeeeeeecirieeicirieiiieirieiisessieniessienesisstenssesssensssssssnssssssenssessssnssssssnnns 11
5.4 Evaluacion De La Integridad De La MemBbrang .................ceeeeereerseeencissenessessenasesssenanes 11
5.5  Evaluacion De La Actividad Mitocondri@l ...............ccceevevevevirereriririririrererererenenenenenennns 13
I 0 1111 o3 23 o o[ Lol o RN 14
TR 211311 T [ PSR 15
7. DIESCUSION ...ttt ettt ettt b et b e e bt b s bt et s bt e st et e sbe et e sbesbe et e sbeeate bt saeenbesbesanentes 20
LT ©70) 1 Te] 13 3 T ) TS PP PSSP PPTUPROPROPRRRPIN 22
L = 3 1o) 10 2 i - APPSO PP TRRP 24

10. Solicitud de embargo temporal de 0bra........ceee i 32



1. Resumen

El proceso de criopreservacion de espermatozoides enfrenta desafios considerables,
especialmente en cuanto a la integridad de la membrana plasmatica, la cual se vuelve mas
fragil con la refrigeracion y congelacion, afectando tanto la morfologia como la funcion de
los espermatozoides. En este estudio, se investigo el efecto de diversas concentraciones de
Coenzima Q10 (0.2 mM, 0.4 mM, 0.6 Mm y 0.8 mM) en la calidad del esperma de ovinos
de la raza Katahdin, Dorper y Pelibuey, tras distintos periodos de almacenamiento en
refrigeracion (0 h, 24 h y 48 h). la investigacion, realizada en la Universidad Catolica de
Cuenca durante cinco meses, empleo técnicas como el andlisis de motilidad espermatica,
pruebas de vitalidad y evaluacion de la actividad mitocondrial mediante Rodamina 123 y
Yoduro de Propidio. Los resultados indicaron que las diferentes concentraciones de
Coenzima Q10 tuvieron un impacto significativo en la calidad del esperma. La concentracién
de 0.8 mM mostrd los mejores resultados en términos de motilidad, vitalidad y actividad
mitocondrial, mientras que concentraciones mas bajas mostraron una diminucion en estos
parametros en comparacion con el grupo de control. Ademas, se observo que esta coenzima
redujo la formacion de cristales durante la refrigeracion, mejorando la calidad del esperma,
especialmente de 0.6 mM y 0.8 mM. Los carneros Katahdin exhibieron una calidad
espermatica inicial superior; la cual se beneficio de extracciones posteriores.

Palabras claves: Coenzima Q10: Refrigeracion; Calidad Espermatica.



2. Abstract

The sperm cryopreservation process faces considerable challenges, especially
regarding the integrity of the plasma membrane, which becomes more fragile with
refrigeration and freezing, affecting both the morphology and function of the sperm. In this
study, the effect of various concentrations of Coenzyme Q10 (0.2 mM, 0.4 mM, 0.6 Mm, and
0.8 mM) on the quality of sperm from sheep of the Katahdin, Dorper, and Pelibuey breeds
after different periods of refrigerated storage (0 h, 24 h, and 48 h) was investigated. The
research conducted at the Catholic University of Cuenca for five months used techniques
such as sperm motility analysis, vitality tests, and evaluation of mitochondrial activity using
Rhodamine 123 and Propidium lodide. The results indicated that different concentrations of
Coenzyme Q10 had a significant impact on sperm quality. The 0.8 mM concentration showed
the best results regarding motility, vitality, and mitochondrial activity, while lower
concentrations showed a decrease in these parameters compared to the control group.
Furthermore, it was observed that this coenzyme reduced the formation of crystals during
refrigeration, improving sperm quality, especially at 0.6 mM and 0.8 mM. Katahdin rams
exhibited superior initial sperm quality, which benefited from subsequent extractions.

Keywords: Coenzyme Q10, Refrigeration, Sperm Quality.



3. Introduccion

Hay desafios significativos en el procedimiento de criopreservacion de
espermatozoides, particularmente en el area de la membrana plasmatica; la cabeza a menudo
es susceptible a un deterioro debido a cambios bruscos de osmolaridad y variacion de
temperatura (Saha et al., 2022). Se ha observado que a lo largo del proceso de congelacion,
la fragilidad de la membrana aumenta, produciendo cambios en la forma y tamafio del
acrosoma en los espermatozoides de verracos y carneros con respecto a los toros (Zenteno
et al., 2022). La criopreservacion podria conducir a un proceso de “crio capacitacion” de
espermatozoides, provocando asi una reduccion al ciclo de vida y, por ende, disminuiria su
eficacia en la fertilizacion (Stegmayer et al., 2013). Es posible que estos dafios disminuyan
hasta un 50% la viabilidad de los espermatozoides y disminuyan su capacidad de fertilizar
hasta 7 veces mas (Avila-Portillo et al., 2006). La membrana plasmatica, su permeabilidad,
su composicion lipidica, la perdida de proteinas de la membrana y la actividad mitocondrial
son algunas de las funciones en que esto afecta tanto la morfologia como la fisiologia de los
espermatozoides (Mullen et al., 2020).

Una alternativa para conservar el material genético para fines reproductivos es la
refrigeracion de semen. Los ovinos pueden conservar sus células espermaticas a temperatura
ambiente durante varios periodos; sin embargo, la conservacion en una temperatura de 10 a
15°C o0 0 a 5°C, con una disminucion gradual de la temperatura, es mas apropiada para
preservar la integridad celular (Moscardini et al., 2014). En el proceso de dilucion de los
espermatozoides con medios de dilucidén y conservacion por refrigeracion, esto provoca una
desregulacion en el proceso de intercambio transmembrana y finalmente en la pérdida de

fertilidad en los espermatozoides (Thiangthientham et al., 2020). Sin embargo, el uso de



semen refrigerado después de 24 horas de su recoleccidn manifiesta desafios debido a la
reduccioén en la viabilidad espermatica; esto perjudica la eficacia de la inseminacion artificial
(IA), especialmente la viabilidad y la longevidad de los espermatozoides luego de la
inseminacion; es indispensable para aumentar la fertilidad y productividad de los animales,
por lo que es imprescindible buscar nuevas alternativas para mantener las caracteristicas
espermaticas del semen almacenado (Hernandez Pichardo et al., 2021).

Los diluyentes utilizados para la conservacion del semen son cruciales, ya que
deben mantener la viabilidad espermatica durante el almacenamiento; la Coenzima Q 10 se
presenta como una alternativa prometedora debido a sus propiedades antioxidantes en las
mitocondrias y las membranas lipidicas, protegiendo asi al ADN del dafio oxidativo (Silva
Bastidas, 2017). Asimismo tiene la capacidad de transferir electrones y generar una repuesta
antioxidante semejante a la vitamina E(Arenas-Jal et al., 2020) .Estudios han demostrado su
importancia en la resistencia de ADN al dafio oxidativo y su capacidad para reducir la
generacion de radicales libres (Aydogan et al., 2013).

Este estudio tuvo como objetivo principal evaluar el impacto de varias
concentraciones de Coenzima Q 10 (0.2 mM, 0.4 mM, 0.6 mM y 0.8 mM) en la calidad
espermatica de ovinos de las lineas Katahdin, Dorper y Pelibuey después de diferentes
tiempos de refrigeracion (0 h; 24 h; 48 h). Se busco identificar las dosis 0ptimas de Coenzima
Q 10 para la crioconservacion de semen ovino, considerando las caracteristicas fenotipicas

de los animales.



4. Fundamento Teorico
4.1 Produccion

En el Ecuador, la cria de ovinos es una ocupacion pecuaria de larga data; ejerce un
papel significativo dentro del subsector ganadero; estas actividades son valoradas por su
impacto social y su aporte a la economia de los agricultores (Quishpi Coronel, 2021). Los
pequefios agricultores en particular son beneficiarios de la produccion ovina, debido a que
les ofrecen carne, lana y abono; numerosas familias en Ecuador dependen de la produccion
de corderos; sobre todo para los campesinos, estos ingresos pueden ser incrementados
mediante la implantacion de mejoramiento en las técnicas de explotacion, las cuales incluyen
nutricion, manejo, sanidad y genética (INEC, 2022).

4.2 Razas

La raza de ovino Pelibuey es una raza de ovino oriunda de América Central y el
Caribe; los rasgos morfologicos de estas ovejas se singularizan por presentar una capa de
pelaje rizadas color café oscuro. Son una raza extremadamente rustica y adaptada a climas
calidos y secos. Tiene una alta capacidad para sobrevivir en condiciones extremas,
igualmente estos animales son medianos pesan 40 - 50 Kg.(Aguilar-Martinez et al., 2017)

Disponen de una alta tasa de partos multiples y facilidad en la gestacion y por ende
en el parto. La carne de los animales de esta raza se considera de alta calidad, pues poseen
bajo contenido de grasa y alto de proteina (Garcia-Chavez et al., 2020).

Los ovinos de la raza Katahdin son una variedad de ovejas originarias de Espafia,
concretamente de la comunidad Auténoma de Catalufia. Esta raza ovina se caracteriza por
ser de doble propdsito, puesto que se crian tanto para carne como para produccion de lana;

en cuanto a la morfologia, los ovinos tienen un tamafio medio, cuando son adultos pesan



aproximadamente 70 — 80 kg; también, el pelo es blanco brillante, denso y uniforme, por lo
que es muy apreciado en la zona industrial textil. Esta raza manifiesta una madures sexual
temprana, siendo posible reproduccion a partir de los 6 meses de edad. Su alimentacion se
adapta a diversos tipos de pastos y forrajes (Chay-Canul et al., 2019).

Asi mismo, los ovinos de la raza Dorper se destacan por su gran tamano, llegando
a pesar entre 70 — 120 kg en los ejemplares adultos; poseen una cabeza grande y un cuello
musculoso, con una testuz ancha y boca ancha. Su pelaje es corto y liso, de color blanco puro.
En la mayoria de los casos, una caracteristica distintiva de esta raza es la presencia de una
mancha negra en la cabeza. La raza Dorper se ha destacado por su alta capacidad de
produccion de carne de calidad, lo que la ha convertido en una raza mas conocida en todo el
mundo en la produccién de carne ovina (Herndndez Jiménez, 2017).

4.3 Analisis Seminales

Uno de los principales factores relacionados con la fertilidad es la produccion
espermatica, que se valora mediante espermograma, el mismo que consiste en la evaluacion
macroscopica y microscopica del semen (Paez-Barén & Corredor-Camargo, 2014).

El color normal del semen de ovinos es blanco cremoso. Este color es causado por
la presencia de células espermadticas, plasma seminal y otras sustancias (Arrebola-Molina
et al., 2020).

La cantidad de semen se determina mediante el uso de un tubo de recoleccion
graduado, por lo generalmente se obtiene un volumen eyaculatorio de alrededor del 1 ml;
este volumen puede llegar a variar debido a factores como la edad, tamafio y condicién
corporal del animal, asi como la frecuencia de recoleccion y la habilidad del operador (David
et al., 2007). Por otro lado, el pH del eyaculado en ovino que contiene un nimero normal de

espermatozoides es de 6,9 o menos (Fleming et al., 2004). La motilidad espermatica es el



movimiento de olas que es generado por los espermatozoides, medida mediante una
puntacion de motilidad masiva de los espermatozoides (David et al., 2015).

La vitalidad espermadtica en el semen ovino hace referencia a los espermatozoides
vivios y funcionales dentro de la muestra, por otro lado, la mortalidad se refriere al porcentaje
de los espermatozoides muertos o no viables en la eyaculacion (Sanchez R & Zamora D,
2016). Para evaluar este pardmetro se utiliza lo que es la prueba de tencion eosina-nigrosina,
donde los espermatozoides muertos se tefiiran de un color morado, mientras que los vivos
permanecen sin teflir (Gacem et al., 2021).

4.4 Diluyente

Un diluyente se define como una solucién que posee una capacidad de incrementar
el volumen del eyaculado sin perjudicar las funciones y caracteristicas de los
espermatozoides, asi como asegura un nivel adecuado de fertilidad. La funcién principal de
los diluyentes es mantener la viabilidad de las células esperméticas durante un periodo
determinado (Torres-Ruda et al., 2019). Segtin su composicion general, los diluyentes deben
cumplir las siguientes funciones: proporcionar la energia imprescindible para el metabolismo
de los espermatozoides, neutralizar los residuos metabolicos, mantener la estabilidad
osmotica adecuada y estabilizar las membranas de los espermatozoides (Condoy & Cevallos,
2017). En la composicion de los diluyentes, se incluye la glucosa como fuente de energia, ya
que es la mas empleada debido a su alto valor energético. Sin embargo, también se pueden
utilizar otras sustancias como galactosa, fructosa, ribosa o trehalosa, a pesar de que hasta
ahora no se ha demostrado que superen los resultados obtenidos con glucosa (Brito et al.,

2004).



4.5 Trilady

Es un diluyente que es ampliamente utilizado en la industria ovina y bovina; por
otra parte, es bien conocido por su eficacia para mantener la fertilidad y conservar la calidad
del esperma. Se diferencia por ser una solucién acuosa que contiene varios componentes
vitales para la supervivencia y funcion de los espermatozoides (Rekha et al., 2016). Este
diluyente aumenta el volumen de la muestra sin afectar la concentracién espermatica,
proporcionando un facil manejo del semen durante los procedimientos de inseminacion
artificial y otra técnica de reproduccion asistida. Asimismo, los componentes de Trilady crean
un ambiente favorable para la supervivencia y funcion de los espermatozoides, aportandoles
energia, manteniendo un pH adecuado y previniendo el dafo oxidativo (Miguel-Jimenez
et al., 2020).

4.6 Agentes Crioproctores

Son sustancias quimicas que se incorporan a las células o tejidos antes de su
refrigeracion y congelacion, con el propdsito de proteger del dafo causado por la formacion
de hielo (Vésquez etal., 2013). En este caso la yema de huevo se emplea como
crioprotectores no penetrantes que protegen con éxito las funciones de los espermatozoides,
las cuales son motilidad, viabilidad e integridad del acrosoma (Saha et al., 2022).

4.7 Coenzima Q10

La coenzima Q 10 es un componente liposoluble que se produce naturalmente en
el cuerpo y se considera una provitamina. Se encuentra presente en la membrana de varios
organelos celulares, como el reticulo endoplasmico, vesiculas y la membrana interna de las
mitocondrias. Ademas de su papel en la produccion de energia, la coenzima Q 10 también
posee propiedades antioxidantes y se ha investigado su potencial en el tratamiento de

enfermedades neurodegenerativas y neuromusculares (Estévez et al., 2012).



Es una sustancia de estructura cristalina que se presenta en forma de un polvo de
color anaranjado intenso, sin olor ni sabor (Jesus et al., 2010). La Coenzima Q10 posee la
capacidad de proteger las proteinas de la membrana mitocondrial, los fosfolipidos y el AND
contra el dafio causado por el estrés oxidativo; ademas, tiene la capacidad de regenerar otros
antioxidantes, como el 4cido ascérbico ( vitamina C) y el a-tocoferol ( vitamina E ) (Jorge,
2022).

Las dosis se eligieron en base al trabajo de (Tironi, 2021), quien encontraron un
mayor porcentaje de motilidad progresiva e integridad de la membrana plasmatica utilizando
CoQ10 0,35 mM, mostrando un mayor resultados de viabilidad espermética, motilidad total
y progresiva, porcentaje de espermatozoides rapidos e integridad del ADN, agregando 1 Mm
en diluyentes seminal para ovinos.

5. Materiales Y Métodos
La presente investigacion se realizo en la provincia del Azuay, Canton Cuenca, en la
Universidad Catolica de Cuenca, en la Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias, la
misma que se encuentra ubicada en la Panamericana Norte Km 2 2. Durante un periodo de
5 meses, se evaluo el efecto de la Coenzima Q10 en dosis (0,2mM; 0,4mM; 0,6mM; 0,8mM).

5.1 Obtencion Del Semen

Se utilizd una hembra, alojada en la instalacion de la Universidad de Ciencias
Agropecuarias. Para este procedimiento se utilizd una vagina artificial (imv tecnologies)
siendo cargada con 40-60 ml de agua. La misma tuvo una temperatura de 45-50 grados
centigrados, considerando que habria un descenso de la temperatura hasta proceder con la
recolecta, llegando a 42 grados centigrados para una mejor comodidad del animal. El técnico
se ubico de lado derecho del macho y sujetando la vagina artificial, en &ngulo de 45°. Cuando

el semental montd, el técnico desvio el pene lateralmente para conducirlo hacia la vagina
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artificial. Después del salto, el tubo de recoleccion (tubo falco 15 ml) se protegi6 con la mano

para evitar cambios bruscos de temperatura y se colocd en un bafio termostatico a 37 °C.

5.2 Examinacion Del Semen

El volumen y la contraccién espermatica se analizo antes de su utilizacion, para
tener una exacta dilucion segin el volumen y el nimero de espermatozoides total, por lo que
el volumen se lo obtuvo mediante el manejo correcto de una micropipeta de 100-1000
microlitros, para la concentracion se colocé 30 ul de semen sobre una microcubeta, para
posteriormente llevar la muestra al fotdbmetro SMD 1 (minitube) caracteristico para ovinos.
Una vez homogenizado el eyaculado por agitacion, se extrajo 10 ul de semen con una
micropipeta y se coloco en un portaobjeto templado (sobre platina térmica a 37 °C) para su

observacion microscopica con el lente de 100. De esta manera se determind motilidad Masal.

Figura 1.

Motilidad Masal
I

Nota. Raza Katahdin primera repeticion
Una vez analizado el semen, se diluy6 en una proporcion de 1:1:3 (Triladyl, yema

de huevo y agua pura), previamente atemperado a 37 °C. Una vez diluido el semen, se
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prosiguié a empajuelar. Posteriormente, se afiadio la Coenzima Q10 en dosis de 0,2mM;
0,4mM; 0,6mM y 0,8mM.
5.3 Refrigeracion

Se prepar6 una solucion madre utilizando el procedimiento estandar, teniendo en
cuenta el volumen seminal multiplicado por la concentracion y la Motilidad Masal (MM)
multiplicada por la Motilidad Individual (MI). Se estim6 que tanto MM como MI eran del
80%. Este valor se dividio por la concentracion estimada de cada pajuela (50 millones), para
determinar la cantidad de pajuela a procesar. Cabe mencionar que el valor obtenido se dividio
entre cuatro, dado que se utilizaban pajuelas de 0.25 cc, obteniéndose asi el volumen de la
solucion madre al cual se le rest6 el volumen de la pre disolucion.

Se prosiguio a colocar las pajuelas rotuladas con las dosis (tres de cada dosis) en
los tobos flacon; estas fueron colocadas en refrigeracion durante 2 horas a 5 °C. Las muestras
se analizaron en los periodos de Oh, 24h y 48h. Antes de su evaluacion, las alicuotas se
mantuvieron a una temperatura de 37 °C durante 15 minutos (sobre la platina térmica).

5.4 Evaluacion De La Integridad De La Membrana

Se mezclo 20 ul de semen con 100 ul de la solucion de Host en un tubo Eppendorf.
Después de homogenizar la muestra, se incubd durante 45 minutos en una platina
termorreguladora a 37 °C. Para el andlisis microscopico, se colocaron 5 ul de la muestra en
un portaobjeto y se cubrid con un cubreobjetos. Se observaron los espermatozoides con un
microscopio Olympus BX51 con un aumento de 40x. En la prueba de Host, aquellos que
mostraron una torsion en el flagelo helicoidal indicaron una reaccidon positiva a la prueba.
Esto es un indicador positivo de la capacidad de los espermatozoides para penetrar en el

ovulo.
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Figura 2.

Integridad de la membrana

Host +

Nota. Post refrigeracion en la raza Katahdin primera repeticion 24 horas.

Se colocd 3 ul de semen en un portaobjeto y se agregaron 3 ul de solucion de
tincion eosina-nigrosina. La union obtenida se deslizo en otro portaobjeto para garantizar una
tincion uniforme y fina. La vitalidad se observd a 400X. Los espermatozoides que no
presentaron ninglin color se consideraron como vivios y los tenidos como muertos. Para
evaluar la vitalidad se utiliz6 la tincion fluorescente de yoduro de propidio. Este método
consistio en preparar la muestra en un tubo Eppendorf, donde se agregaron 50 ul de mestra
de semen y 3 ul de tincion de yoduro de propidio. Posteriormente, se incub6 en la platina
térmica a una temperatura de 37 °C durante 15 minutos. Se colocaron 5 ul de la muestra en
un portaobjeto y, con la utilizacion de otro portaobjeto, se deslizd para tener una tincidon
uniforme. Se observo con el microscopio de Olympus BX51 con el lente de 100x y disco 1.
Se tomo6 en cuenta que los espermatozoides tefiidos con tincion fluresencente eran aquellos

con la membrana plasmatica dafiada.
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Figura 3.

Vitalidad y Viabilidad post refrigeracion en la raza Dorper a las 24 horas

Nota. (A, B) segunda repeticion. Vitalidad (A) y Viabilidad (B)
5.5 Evaluacion De La Actividad Mitocondrial

Para evaluar la actividad mitocondrial se utilizo la tincion de Rodamina 123, que
es una tincion fluorescente. Se utilizé un tubo Eppendorf, en el cual se afiadieron 50 ul de
semen y 1 ul de la tincion de Rodamina 123. Se prosiguid en incubar en la platina térmica a
una temperatura de 37 °C durante 10 minutos. Se continu6 colocando 3 ul en un portaobjetos
para proceder a ver el frotis. Se observo con el microscopio Olympus BX51 con el lente de
100X y disco 3, teniendo en cuenta que los espermatozoides tefiidos con tincion fluorescente

eran los espermatozoides con una actividad mitocondrial mayor.
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Figura 4.

Actividad Mitocondrial

Nota. Post refrigeracion en la raza Dorper a las 24 horas segunda repeticion.
5.6  Diseiio Estadistico

Para el analisis de las diferencias estadisticas de los parametros de calidad
espermatica entre razas se realizd un analisis de varianza (ANOVA) de una entrada a partir
de un disefio completamente al azar (DCA), mientras que los tratamientos de dosis
bloqueados a partir de horas se analizaron con un ANOVA de dos entradas y basados en un
disefio de bloques completamente al azar (DBCA), evaluando asi la variables dependientes
como la viabilidad, integridad de la membrana y funcidén mitocondrial a través de las pruebas
de tincion (Eosina-Nigrosina, Yoduro de Propidio y Rodamida) y solucién de Host, asi como
las variables de progresividad que empleo el Sistema CASA que midi6 los parametros claves
como motilidad total en porcentaje (MT),la velocidad con trayectoria curvilinea en
micrometros por segundos (VCL), la velocidad con trayectoria rectilinea en micrometros por

segundos (VAP), la rectitud en porcentaje (STR), la linealidad en porcentaje (LIN), la
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oscilacion en porcentaje (WOB), la amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza en
micrémetros por segundo (ALH) Y la frecuencia rectilinea en hertzios (BCF).
6. Resultados

Se recolectaron muestras de tres sementales de diferentes razas (Pelibuey, Katahdin
y Dorper), obteniendo cinco repeticiones por semental. En todas las repeticiones de las tres
razas, se observo una motilidad masal de 5, una motilidad total de 5 y una motilidad
individual de 4. Ademas, el semen de los sementales presenté una consistencia cremosa y
lechosa. En cuanto a la concentracion espermatica (10%ml), el ovino Katahdin mostro
diferencias significativas (p = 0.003) con un valor de 4,62 x 106 (+/-0.17), comparado con el
Pelibuey, que presenté 4.53 x 106 (+/-0.11), y el Dorper, que tuvo 4.48 x 10° (+/-0.41).
Ademéas, analiz6 el volumen, donde el Katahdin registré 0.787 ml (+/-0.78), el Pelibuey
0,520 ml (+/-0.41) y el Dorper 0,442 ml (+/-0.31), sin encontrar diferencias significativas
entre los individuos (p = 0.767) (Figura 5).

Figura 5.

Variacion en la Concentracion Espermdtica por Razas

En la tabla 1. Los resultados indicaron que hubo una diferencia significativa (p =
0.006) en los valores del test de Host entre la raza. El valor promedio mas alto correspondio

a Katandin (49.64+/-19.94), seguido del Dorper (46.91+/-18.51) y Pelibuey (40.42+/-15.16).
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Asimismo, se observd una diferencia significativa (p = 0.001) en los valores promedio del
test de Rodamida 123 de las tres razas de ovinos. Khatadin nuevamente present6 el valor
promedio mas alto (37.48+/-22.89), seguido de Dorper (30.41+/-18.51) y Pelibuey (18.60+/-
8.58).

En la tabla 1. Los datos indicaron una ligera diferencia (p = 0.031) en la velocidad
media entre las tres razas, con Khatadin mostrando la mayor velocidad media (52.60+/-
20.57), seguido del Doprer (47.65+/-14.59) y el Pelibuey (44.42+/-20.91). Existié una
diferencia significativa (p = 0.007) en el indice de rectitud promedio entre las tres razas,
presentando el Dorper el indice de linealidad promedio mas alto (62.31+/-5.16), seguido de
Pelibuey (59.72+/-8.04) y Khatadin (58.90+/-7.12). Los datos sugirieron que existié una
diferencia leve (p = 0.007) en el indice de linealidad promedio entre las tres razas, donde el
Dorper present6d el indice de linealidad promedio mas alto (37.00+/-5.96), seguido de
Khatadin (35.04+/-8.86) y Pelibuey (34.36+/-7.16). Los datos también sugirieron una
diferencia leve (p = 0.033) en la frecuencia promedio de batido de cola entre las tres razas,
donde el Dorper presenta un valor mas alto (11.65+/-3.35), seguido de Pelibuey (10.15+/-
5.24) y Khatadin (10.04+/-3.72).

Tabla 1.

Analisis de la Vitalidad del Semen Ovino

VARIABLES PELIBUEY DORPER KHATADIN Valor p

HOST (40,42+/-15,16) (46,91+/-18,51) (49,64+/-19,94) 0,006™*
EOSINA (15,17+/-17,37) (15,68+/-15,60) (19,15+/-19,91) 0,329
YODURO (14,78+/-17,56) (30,41+/-19,65) (18,29+/-19,31) 0,272
RODAMIDA (18,60+/-8,58) (30,41+/-18,51) (37,48+/-22,89) 0,001**
PROGRESIVOS (32,57+/-18,78) (31,80+/-12,94) (27,57+1-15,25) 0,116
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NO PROGRESIVOS

INMOVILES

VELOCIDAD

CURVILINEA

VELOCIDAD MEDIA

VELOCIDAD LINEAL

INDICE DE RECTITUD

INDICE DE LINEALIDAD

AMPLITUD DE LA CABEZA

FRECUENCIA DE BATIDA DE COLA

(56,12+/-19,74)

(10,84+/-16,78)

(80,23+/-40,05)

(44,42+1-20,91)
(28,36+/-12,37)
(59,72+/-8,04)
(34,36+/-7,16)
(2,75+/-4,83)

(10,15+/-5,24)

(60,46+/-15,38)

(7,74+/-13,64)

(84,08+/-26,82)

(47,65+/-14,59)
(31,69+/-9,42)
(62,31+/-5,16)
(37,00+/-5,96)
(2,25+/-0,63)

(11,65+/-3,35)

(64,67+/-15,99)

(8,46+/-13,91)

(93,36+/-36,28)

(52,60+/-20,57)
(32,40+/-12,98)
(58,90+/-7,12)
(35,04+/-8,86)
(2,48+/-0,81)

(10,04+/-3,72)

0,013

0,409

0,061

0,031*
0,081
0,007**
0,007**
0,558

0,033*

En la tabla 2. Se recolect6 y analiz6 el semen de sementales de tres grupos diferentes

para evaluar su calidad en espermatica a diferentes intervalos de tiempo. Se pudo observar
que la motilidad progresiva de las 24 horas (28.89+/-13.82) y 48 horas (26.94+/-12.81)
disminuyo significativamente (p = 0.099) con respecto al control (p < 0.05). La motilidad no
progresiva de los espermatozoides mostré6 un aumento gradual entre las O horas
(55.57+/18.52), 24 horas (61.60+/-16.63) y 48 horas (64.08+/-16.11); este aumento fue
estadisticamente significativo (p = 0.008).

Enlatabla 2. El indice de rectitud de los espermatozoides mostrd una disminucioén
leve pero significativa entre 0 (62.44+/-7.87), 24 horas (59.07+/-6.06) y 48 horas (59.42+/-
6.55); este descenso fue estadisticamente significativo (p = 0.004). El indice de linealidad de
los espermatozoides mostré una disminucion significativa entre las 0 horas (38.20+/-8.89) y
24 horas (33.92+/-6.52), seguida de una leve disminucion hasta las 48 horas (34.29+/-6.02).
Este descenso fue estadisticamente significativo (p = 0.001). La frecuencia de batida de cola

de los espermatozoides mostro una disminucion leve entre la 0 hora (10.74+/-3.93) y 24 horas
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(10.35+/-3.51), seguido de un leve aumento hasta las 48 horas (10.75+/-5.12). Este cambio

no fue estadisticamente significativo (p = 0.082).

Tabla 2.

Evaluacion de la vitalidad espermdatica a diferentes intervalos de tiempos

VARIABLES 0 horas 24 horas 48 horas Valor p Dosis x Hora
HOST (46,33+/-18,12) (45,22+/-18,47) (45,41+/-18,59) 0,425 0,324
EOSINA (15,09+/-18,10) (18,27+/-18,88) (16,65+/-16,18) 0,551 0,624
YODURO (14,19+/-15,41) (16,04+/-13,53) (17,21+/-19,49) 0,523 0,398
RODAMIDA (27,04+/-20,63) (30,53+/-20,29) (28,92+/-18,02) 0,553 0,786
PROGRESIVOS (36,10+/-19,10) (28,89+/-13,82) (26,94+/-12,81) 0,009** 0,207
NO PROGRESIVOS (55,57+/-18,52) (61,60+/-16,63) (64,08+/-16,11) 0,008** 0,061
INMOVILES (8,32+/-15,28) (8,63+/-13,92) (10,09+/-15,41) 0,741 0,772
VELOCIDAD

(82,21+/-31,11) (89,86+/-41,17) (85,59+/-32,23) 0,411 0,951
CURVILINEA
VELOCIDAD MEDIA  (47,05+/-17,77) (49,34+/-22,02) (48,28+/-17,44) 0,766 0,595
VELOCIDAD LINEAL  (31,26+/-12,00) (30,26+/-11,97) (30,93+/-11,47) 0,871 0,473
INDICE DE

(62,44+/-7,87) (59,07+/-6,06) (59,42+/-6,55) 0,004*= 0,718
RECTITUD
INDICE DE

(38,20+/-8,89) (33,92+/-6,52) (34,29+/-6,02) 0,001** 0,631
LINEALIDAD
AMPLITUD DE LA

(2,22+/-0,70) (2,40+/-0,93) (2,87+/-4,79) 0,353 0,387
CABEZA
FRECUENCIA DE

(10,74+/-3,93) (10,35+/-3,51) (10,75+/-5,12) 0,082* 0,612

BATIDA DE COLA

En

la tabla 3.

Los resultados

mostraron que el tratamiento afecto

significativamente (p = 0.001). En el test de Host, las dosis con el valor promedio mas alto
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fueron 0.8 (53.30+/-16.73), seguido de 0.2 (49.70+/-18.02) y 0.6 (48.36+/-17.60) en
comparacion con los grupos de control (28.96+/-12.73), mientras que la dosis de 0.4
(47.96+/-16.05) mostré un valor promedio ligeramente mas bajo. En el test de Yoduro de
Propidio mostraron que el tratamiento tuvo un impacto significativo (p = 0.008); las dosis
0.2 (19.144/-19.03) y 0.6 (19.37+/-21.00) mostraron valores promedio superiores al grupo
control (8.62+/-6.62), mientras que las dosis 0.4 (17.30+/-18.63) y 0.8 (14.64+/-8.93)
mostraron valores bajos. Los datos sugieren que en el test de Rodamina 123 hubo efecto
significativo (p = 0.001); las dosis 0.6 (34.91+/-21.69) y 0.8 (34.40+/-21.85) presentaron
valores promedio mas altos, mientras que las dosis 0.2 (29.22+/-17.92) y 0.4 (29.62+/-15.98)
presentaron valores ligeramente mas altos que el grupo del control (16.00+/-14.19).

En la tabla 3. Los resultados sugerian que hay un efecto significativo (p = 0.002)
en la velocidad curvilinea. Las dosis 0.2 (82.54+/-34.76), 0.4 (80.39+/-37.60), 0.6 (80.61+/-
26.12) y 0.8 (81.214/-31.59) presentaban valores promedio de velocidad curvilinea mas bajos
que el grupo control (104.70+/-38.97). Los datos indicaban que posee un efecto significativo
(p = 0.001) en la velocidad media, teniendo asi las dosis 0.2 (46.13+/-19.50), 0.4 (44.88+/-
19.26), 0.6 (45+/-14.70) y 0.8 (45.20+/-17.02) un valor promedio de velocidad mas bajas que
el control (59.62+/-20.96). En los resultados se mostraban que hay un efecto significativo (p
=0.001) en la velocidad lineal. Ademas, las dosis 0.2 (30.07+/-12.91), 0.4 (29.01+/-11.28),
0.6 (29.06+/-9.59) y 0.8 (29.12+/-10.67) mostraban valores promedio de velocidad lineal
inferiores a los del grupo del control (36.82+/-12.60).

Tabla 3.

Evaluaciones de la Vitalidad Espermatica en Diferentes Dosis

VARIABLES 0,2 0,4 0,6 0,8 Testigo Valor p




HOST

EOSINA

YODURO

RODAMIDA

PROGRESIVOS

NO PROGRESIVOS

INMOVILES

VELOCIDAD CURVILINEA

VELOCIDAD MEDIA

VELOCIDAD LINEAL

INDICE DE RECTITUD

INDICE DE LINEALIDAD

AMPLITUD DE LA CABEZA

(49,70+/-18,02)

(17,62+/-16,83)

(19,14+/-19,03)

(29,22+/-17,92)

(33,29+/-18,17)

(56,08+/-18,03)

(10,64+/-15,87)

(82,54+/-34,76)

(46,13+/-19,50)

(30,07+/-12,91)

(60,88+/-7,51)

(35,26+/-7,26)

(2,23+/-0,77)

FRECUENCIA DE BATIDA DE COLA (10,34+/-3,67)

(47,96+/-16,05)

(18,45+/-18,17)

(17,30+/-18,63)

(29,62+/-15,98)

(30,33+/-13,35)

(58,44+/-14,18)

(13,05+/-17,15)

(80,39+/-37,60)

(44,88+/-19,26)

(29,01+/-11,28)

(59,67+/-6,73)

(35,37+/-7,16)

(3,12+/-6,19)

(10,70+/-6,24)

(48,36+/-17,60)

(19,53+/-21,02)

(19,37+/-21,00)

(34,91+/-21,69)

(29,77+/-15,73)

(61,79+/-18,12)

(8,45+/-14,57)

(80,61+/-26,12)

(45,27+/-14,70)

(29,06+/-9,59)

(60,60+/-6,91)

(35,74+/-8,16)

(2,19+/-0,59)

(10,60+/-3,72)

(53,30+/-16,73)

(17,38+/-18,59)

(14,64+/-8,93)

(34,40+/-21,85)

(29,31+/-14,17)

(63,01+/-14,79)

(7,68+/-12,95)

(81,21+/-31,59)

(45,20+/-17,02)

(29,12+/-10,67)

(60,28+/-6,52)

(34,79+/-6,24)

(2,21+/-0,71)

(10,40+/-3,33)

20

(28,96+/-12,73)

(10,35+/-12,04)

(8,62+/-6,62)

(16,00+/-14,19)

(30,53+/-18,00)

(62,76+/-21,37)

(5,26+/-12,60)

(104,70+/-38,97)

(59,62+/-20,96)

(36,82+/-12,60)

(60,14+/-7,54)

(36,17+/-8,59)

(2,73+/-0,91)

(11,02+/-3,67)

0,001**

0,108

0,008**

0,001**

0,791

0,244

0,125

0,002**

0,001**

0,001**

0,942

0,929

0,433

0,947

7. Discusion

La refrigeracion y conservacion de semen ovino son practicas fundamentales en la

biotecnologia reproductiva y la industria ganadera; estas técnicas permiten conservar

material genético de alta calidad, lo cual es crucial para los programas de mejoramiento

genético y reproduccion asistida (Vozaf et al., 2022). El proceso incluye la recoleccion del

semen, su tratamiento con diluyentes especificos y su almacenamiento a temperaturas
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optimas (Paulenz et al., 2002). La refrigeracion reduce la actividad metabdlica de los
espermatozoides, prolongando su viabilidad y capacidad para fecundar (Paul et al., 2019).
Esto es vital para el éxito de los programas de inseminacion artificial, ya que permite
transportar y utilizar el semen en distintos momentos y lugares sin comprometer su calidad
(Aktar et al., 2024). Asimismo, el almacenamiento de semen ovino facilita los programas de
cruzamiento y mejora genética, permitiendo la seleccion y propagacion de caracteristicas
deseables en la poblacidon ovina (Ben Moula et al., 2024). La capacidad de conservar y usar
semen de alta calidad con el tiempo también favorece la diversificacion genética y la
sostenibilidad de las explotaciones ganaderas (Masoudi et al., 2024).

La coenzima Q10, conocida por sus propiedades antioxidantes y su papel esencial
en la generacion de energia celular, ha sido intensamente estudiada en los ultimos afios
(Carneiro et al., 2018). Su capacidad antioxidante protege las células del dafio oxidativo, y
su intervencion en la cadena de transporte de electrones es fundamental para la produccion
de ATP, la principal fuente de energia para las células (Wang et al., 2022). Gracias a estas
caracteristicas beneficiosas, la Coenzima Q10 se ha considerado un aditivo potencialmente
eficaz para mejorar la viabilidad y motilidad de los espermatozoides durante el
almacenamiento en frio (Tironi et al., 2024).

En cuanto a la concentracion espermadtica, el ovino Katahdin mostr6 diferencias
significativas (p = 0.003) con un valor de 4.62 x 106 (+/-0.17), contradiciendo la
investigacion de (Cisneros et al., 2023). En este estudio, la concentracion espermadtica fue
adecuada para la especie ovina, con valores de 1.5.5 x 105 y 28.2 x 105 para los eyaculados
en raza ovina Katahdin uno y dos, respectivamente.

No se ha registrado previamente la prueba de estrés hipoosmdtico en semen

refrigerado de la raza ovina Katahdin, por lo que podemos referenciar el estudio de (Santiani
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et al., 2004). Como respuesta al estrés hipoosmatico, los espermatozoides ovinos mostraron
cambios morfoldgicos similares a los observados en espermatozoides humanos a nivel de la
cola. Casi todos los espermatozoides (97.9%) que respondieron a la prueba HOS mostraron
alteraciones después de una hora de incubacion en la solucion hipoosmotica. Estos cambios
observados a la primera hora de incubacion fueron similares a los registrados al final del
experimento, aunque significativamente mayores (p < 0.05) que los cambios morfologicos
observados a los 30 minutos de incubacion.

En los resultados, los espermatozoides tenian una mayor capacidad de movimiento
progresivo a las 24 horas. De manera similar, la investigacion de (Hernandez Pichardo et al.,
2021) afirma que, de manera similar, el grupo de control obtuvo en comparacioén con los
grupos de porcentajes de motilidad progresiva de semen encapsulado de ovino almacenado
en refrigeracion (SE-RE) y a temperatura ambiente (SE-TA) durante las primeras 24 horas
(p <0.05).

No hay investigacion en la utilizacion de dosis de Coenzima Q10 (0,2 mM; 0.4
mM; 0.6 mM ; 0.8 Mm) en semen ovino refrigerado, el cual nos permite citar (Masoudi et al.,
2019), que evalud diferentes concentraciones de Coenzima Q10 (0 uM; 1 uM; 2 uM; 5 uM;
10 uM) en semen ovino, sugiriendo que las concentraciones de 1 uM y 2 uM, pueden ser una
dosis prometedora de antioxidante para la criopreservacion de semen de carnero, mejorando
significativamente la calidad de esperma después de la congelacion. Ademas, determind que
el uso de la yema de huevo no causa cambios significativos en el efecto de la coenzima Q10.

8. Conclusion

El uso de crioprotectores como la coenzima Q10 a concentraciones de 0.2 mM, 0.4

mM, 0.6 mM y 0.8 Mm en las especies ovinas Katahdin, Dorper y Pelibuey, resulté efectivo
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en la reduccion de formacion de cristales durante la refrigeracion, mostrando excelentes
respuestas en la calidad espermatica.

Se determino6 que las concentraciones con 0.6 Mm y 0.8 Mm de Coenzima Q10 son
Optimas para preservar la calidad de semen. Por otra parte, el estudio realizado indic6 que los
individuos de la raza Katahdin presentaron mejor calidad espermatica, en el cual la calidad
del semen mejord con las repeticiones de las extracciones; por ende, la inclusion de la
Coenzima Q10 en la refrigeracion mejora las caracteristicas cualitativas y cinéticas del semen
ovino.

Durante la tabulacion de datos, pudimos identificar que en el momento de las tomas
de muestras, las primeras obtenidas no tienen los mismo caracteristicas que las ultimas. Esto
es debido a factores como la falta de experticia y manejo de animales; por lo que las ultimas
muestra obtenidas fueron de mejor calidad. Por ellos, para garantizar el analisis estadista,
deberiamos trabajar con las ultimas muestra para obtener datos concluyentes y evitar errores
estadisticos.

Se sugiere realizar estudios en los cuales se incrementa el nimero de repeticiones

durante las extracciones para obtener datos méas precisos y consistentes.
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