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RESUMEN

El presente trabajo se llevd a cabo con uso de reproductores machos porcinos en
un centro de inseminacion artificial, ubicado en la Ciudad de Arequipa,
geograficamente ubicado entre las coordenadas latitud sur 16°23'57.41”, longitud
oeste 71°32’12.79”. Con los objetivos de evaluar el efecto del dilutor, raza y tiempo
de conservacion sobre la calidad seminal y funcional del semen porcino
conservado, se eligieron aleatoriamente dos razas de reproductores porcinos
machos adultos (Yorkshire y Landrace), a los cuales se les evaluo la fraccion rica
del eyaculado de cinco colectas, con una frecuencia de recoleccion semanal. Los
indicadores de calidad espermatica evaluados fueron macroscopicos (volumen y
color de eyaculado) y microscopicos (motilidad, concentracion, morfologia e
integridad de membrana) cada uno con dos dilutores y esto a su vez en diferentes
horas (0, 24, 48, 72 horas). En el andlisis estadistico se aplic6 un Andlisis de
varianza para un disefio completamente al azar con un arreglo factorial 2x2x2 (dos
dilutores, cuatro tiempos de evaluacion y dos razas evaluadas), para las
caracteristicas macroscopicas (volumen, color) y microscépicas (motilidad,
integridad de membrana), se analiz6 con una prueba no paramétrica de Chi
Cuadrado. Luego del periodo experimental se lograron los siguientes resultados:
Volumen promedio (ml) 140.00% para Landrace y 122.00% para Yorkshire (Letras
diferentes denotan diferencia estadistica significativa P<0.05). Se observo que el
100% de las muestras presentaron el color blanco caracteristico de semen. La
concentracion promedio (espermatozoides por ml) fue 25.80% para Landrace y
23.20°% para la raza Yorkshire. Se observd que la motilidad promedio (%) de
semen segun el dilutor y tiempo de conservacion fue: para el dilutor A en la hora 0
de 77.30% en la hora 24 de 73.90%, en la hora 48 de 70.70% y en la hora 72 de
67.50% y para el Dilutor B en la hora 0 de 77.30% en la hora 24 de 72.80% en la
hora 48 de 68.90% y en la hora 72 de 65.00%. Integridad de membrana promedio
(%) segun el dilutor y tiempo de conservacion fue: para el dilutor A en la hora 0 de
92.4% en la hora 24 de 85.9% en la hora 48 de 71.6% y en la hora 72 de 61.1%, y
para el dilutor B en la hora 0 de 92.4% en la hora 24 de 86.05% en la hora 48 de
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71.85% y en la hora 72 de 61.95%. Se observé que la motilidad promedio (%) en
semen segun raza y tiempo de conservacion fue: Para la raza Landrace en la hora
0 de 89.60% en la hora 24 de 85.50% en la hora 48 de 82.70% y en la hora 72 de
79.90% y para la raza Yorkshire en la hora 0 de 96.80°, en la hora 24 de 93.20°, en
la hora 48 de 90.60° y en la hora 72 de 88.20° (Letras diferentes denotan
diferencia estadistica significativa P<0.05). La Integridad de membrana promedio
(%) en semen segun raza y tiempo de conservacion fue: para la raza Landrace en
la hora O de 73.00% en la hora 24 de 69.10% en la hora 48 de 65.90% y en la hora
72 de 63.10% y para la raza Yorkshire en la hora 0 de 81.60° en la hora 24 de
77.60°, en la hora 48 de 73.70° y en la hora 72 de 69.40° (Letras diferentes
denotan diferencia estadistica significativa P<0.05). Se concluye que el factor que
mas influye en la calidad seminal y funcional del semen de porcino conservado es

la raza.
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SUMMARY

This project was made with the use of males breeding porcinis in an artificial
insemination center, which is located in Arequipa City, geographically located
between the coordinates south latitude 16°23'57.41”, west longitude 71°32°12.79".
With the objectives of calculate the dilutor, breed and time of conservation effects
on the seminal quality and functional of the preserve porcine sperm, was chosen
randomly two breeds of males breeding porcinis (Yorkshire and Landrace),
evaluating the rich fraction of the semen in five collections, with a weekly frequency
recollection. The signs of sperm quality evaluated were macroscopic (volume and
sperm color) and microscopic (motility, concentration, morphology and membrane
integrity) which one with two diluters and different hours (0, 24, 48, 72 hours). In
the statistical analysis were applied a Variance analysis for a totally randomly
design with a factorial arrangement 2x4x2 (two diluters, four times conservations
and two breeds), the macroscopic characteristics (volume, color) and microscopic
characteristics (motility, membrane integrity), were analyzed with a non parametric
test of Chi- Square. Then of the experimental period were realized the next results:
Average volume (ml) 140.00? for Landrace and 122.00%* for Yorkshire (Different
letters means statistical significant difference P<0.05). The 100% of the samples
presented white characteristic sperm color. The average concentration (sperm for
ml) was 25.80% for Landrace and 23.20° for Yorkshire. The average motility (%) of
sperm according to diluter and time conservation was: for diluter A in the O hour of
77.30%, in the 24 hour of 73.90%, in the 48 hour of 70.70%, and in the 72 hour of
67.50%, and for diluter B in the 0 hour of 77.30%, in the 24 hour of 72.80% in the 48
hour of 68.90% and in the 72 hour of 65.00%. The average membrane integrity (%)
according to diluter and time conservation was: for diluter A in the 0 hour of 92.4%,
in the 24 hour of 85.9?, in the 48 hour of 71.6°% and in the 72 hour of 61.1%, and for
the diluter B in the 0 hour of 92.4%, in the 24 hour of 86.05%, in the 48 of 71.85%, and
in the 72 hour of 61.95%. The average motility (%) according to breed and time
conservation was: for the Landrace breed in the 0 hour of 89.60%, in the 24 hour of
85.50%, in the 48 hour of 82.70%, and in the 72 hour of 79.90%, and for the Yorkshire
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breed in the 0 hour of 96.80°, in the 24 hour of 93.20°, in the 48 hour of 90.60°, and
in the 72 hour of 88.20° (Different letters means statistical significant difference
P<0.05). The average membrane integrity (%) according to breed and time
conservation was: for Landrace breed in the 0 hour of 73.00% in the 24 hour of
69.10%, in the 48 hour of 65.90%, and in the 72 hour of 63.10%, and for the Yorkshire
breed in the 0 hour of 81.60°, in the 24 hour of 77.60°, in the 48 hour of 73.70°, and
in the 72 hour of 69.40° (Different letters means statistical significant difference
P<0.05). In conclusion the most influential factor in the sperm quality and functional

of the preserve porcine sperm is the breed.
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l.  INTRODUCCION

1.1. Enunciado del Problema

Evaluacion del Efecto del Dilutor, Raza y Tiempo de Conservacion sobre la
Calidad Seminal y Funcional del Semen Porcino Conservado. Arequipa
2012.

1.2. Descripcion del Problema

El porcino doméstico (Sus scrofa domesticus, Linnaeus 1758), ocupa una
posicion importante en la economia global, especialmente en Europa y
América (Honeyman et al. 2006), donde las cuatro razas mas populares son

Yorkshire, Landrace, Pietrain y Duroc, entre otras.

La inseminaciéon artificial es uno de los factores mas importantes
subyacentes a la gran expansion de la porcicultura que se ha producido en
los dltimos afios. Uno de los asuntos mas investigados ha sido la
conservacion del semen, ya sea para ser utilizado para la inseminacion
artificial o para la fecundacion in vitro (WHO 2000). La utilizacion masiva de
la inseminacion artificial en las granjas de cerdo es consecuencia del
desarrollo de técnicas eficaces para conservar el semen de porcino durante
un tiempo lo prolongado como para hacer esta técnica practica desde el

punto de vista econémico.

Asimismo, la necesidad de mejorar la productividad de las especies,
teniendo en cuenta que la calidad del semen puede variar de acuerdo con
el tiempo de conservacion, el dilutor y la raza del animal, en la presente
investigacion se implementd, ademas, un método de analisis mas eficiente,
como es la integridad de membrana, para observar la calidad del semen

porcino.
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1.3. Justificacion del Trabajo
1.3.1. Aspecto general

La conservacion de gametos procedentes de animales de alto valor
genético, requiere de una exhaustiva evaluacion, tal es el caso de la
presente investigacion que pretende evaluar el efecto del dilutor,
raza y tiempo de conservacion sobre la calidad seminal y funcional

del semen porcino conservado.

1.3.2. Aspecto tecnolégico

Con la presente investigacion se aportar4 nuevos conocimientos y
herramientas para la evaluacion de semen porcino conservado, lo
cual representard una tecnologia innovadora (investigacion
funcional) para ser utilizada por los profesionales especializados en
porcinos y brindar un aporte tecnoldgico en el estudio de la calidad

seminal.

1.3.3. Aspecto social

La conservacion de gametos representa una alternativa para la
preservacion de material genético de animales de importancia para
los propietarios y para mejorar la calidad de su producto; para ello
el manejo del semen adecuado durante la coleccion, una adecuada
conservacion y la evaluacion son un punto importante en el sistema
productivo para los centros de produccion y comercializacion de

semen conservado.

1.3.4. Aspecto econémico

La buena conservacion de semen porcino, es de gran importancia
en la actualidad, ya que al tener un semen de buena calidad

aumenta la reproductividad en las hembras, asi mismo conservar la
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funcionabilidad de los espermatozoides dias después de su
conservacion. Lo que es de gran importancia para los productores,

razén primordial del planteamiento de la presente investigacion.

1.3.5. Importancia del trabajo

La importancia de la investigacion radic6 en evaluar la calidad
seminal y funcional del semen conservado de porcino, basandonos
en la viabilidad de este en el cual se observo como es su viabilidad
a las 24 horas después de su recoleccion y conservacion, frente a

marcadores de raza y dilutores.

1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivos generales

Evaluar el efecto del dilutor, raza y tiempo de conservaciéon sobre la

calidad seminal y funcional del semen porcino conservado.

1.4.2. Objetivos especificos

e Valorar los parametros macroscopicos de semen conservado de

porcinos, sometidos a diferentes tiempos de conservacion.

e Evaluar los pardmetros microscopicos (motilidad, viabilidad,
morfologia y concentracidn espermatica) en semen conservado

de porcino.

e Determinar la funcionalidad de la membrana espermatica de
semen conservado de porcino, segun el efecto del dilutor, raza y

tiempo de conservacion.
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1.5. Planteamiento de la hipotesis

Dado que: La calidad del semen conservado esta directamente relacionada
con los parametros macro, microscépicos y funcionales, es probable que:

Se pueda evaluar la calidad del semen conservado porcino segun el tiempo
post conservacion mediante volumen eyaculado, color del eyaculado,
motilidad, concentracion espermatica, viabilidad espermatica, morfologia y
prueba de funcionalidad de la membrana plasmatica del espermatozoide

conservado de porcino.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~&  DE SANTA MARIA

. MARCO TEORICO CONCEPTUAL

2.1. Analisis bibliogréfico

DESARROLLO Y MORFOLOGIA ESPERMATICA:

Segun Hafez (1996), las espermatidas son células pequefias (8mm de
diametro), derivan de una espermatogonia palida del tipo A y estan unidas
por puentes citoplasmaticos. Se disponen en pequefios conglomerados de
ubicacion cercana a la luz del tabulo seminifero. Estas células presentan
reticulo endoplasmatico rugoso abundante, mitocondria abundante y

complejo de Golgi bien desarrollado.

Durante la transformacion, se acumulan enzimas hidroliticas, ordenan los
organelos y los reducen en namero, forman el flagelo y un citoesqueleto
asociado, con reduccibn de citoplasma. Este proceso de
espermiohidrogénesis se subdividié en cuatro fases: fase de Golgi, fase de
capucha o cubierta, fase acrosémica y fase de maduracién. La
caracteristica principal de este proceso se relaciona con la formacion de un

flagelo movible y un desprendimiento extensivo del citoplasma.

1) Fase de Golgi: las enzimas hidroliticas formadas en el RER (reticulo
endoplasmatico rugoso), se modifican en el aparato de Golgi y empacan
en la cara trans de él, como pequefios granulos proacrosomicos. La fase
de Golgi comienza cuando las espermatidas avanzan hacia el
espermatocito Il. Se observan granulos proacrosémicos que coalescen
dentro de la vesicula acrosémica recubierta por membrana, formando un
solo granulo largo, el granulo acrosémico, que rapidamente se dirige a la
region perincular. La posiciéon de la regién acrosémica en el nucleo,

identifica el polo anterior de la espermatida.
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Paralelamente, los centridlos se alejan del nucleo y uno de ellos participa
en la formacion del axonema flagelar. Iniciada la generacién de
microtUbulos, los centriolos regresan a la posicidn perinuclear y

participan en la formacién de la pieza intermedia.

2) Fase de capucha o cubierta: Durante esta fase, la vesicula acrosémica
aumenta de tamafio y su membrana rodea parcialmente al nucleo.
Cuando esta vesicula alcanza su tamafio final, se identifica como
acrosoma. Los centriolos se visualizan como proximal, en el polo
posterior del nicleo y distal, en el curpusculo del flagelo.

Durante esta fase, el acrosoma que se desarrolla desde la vesiscula
acrosOmica se extiende para cubrir parcialmente la cara anterior del
nucleo. El acrosoma presenta una membrana acrosomica interna y otra
externa encerrando el contenido acrosémico. Entre el ambiente interno y
la membrana acrosémica interna, se forma un material filamentoso
granular. Ademas, en la regién del acrosoma, la carioteca nuclear pierde
los poros nucleares y aparece denso, posiblemente por la condensacion

de la cromatina.

3) Fase acrosémica: Esta fase se caracteriza por la presencia de varias
modificaciones en la morfologia de la célula. El nucleo se condensa, la
célula se alarga y las mitocondrias cambian su ubicacion. Los
cromosomas se condensan y conforme disminuye su tamafio, el nucleo
se aplana y adquiere la forma caracteristica. La caracteristica principal de
esta fase es la orientacién del polo anterior del nlcleo de la esperméatida
dirigido hacia la base de los tdbulos seminiferos y la elongacion y
condensacion nuclear. El citoplasma se desplaza hacia la region luminal
del tdbulo seminifero. De esta manera, la region acrosGmica se acerca
rapidamente a la membrana plasmatica y la célula se alarga. El nucleo
aumenta de volumen y se alarga, mientras las granulos de cromatina

también se alargan y se vuelven uniformes en tamafio y dispersion,
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finalmente el ndcleo adquiere una apariencia homogénea, con una
coloracion oscura, desprovisto de estructuras internas. (Hafez y Hafez,
2002).

Cerca de los centriolos se forma una estructura con forma de anillo, que
migra bajo el flagelo. Las mitocondrias se alinean en la region del cuello
de la estructura. Esta porciéon del cuello se llama la pieza media. Cuando
la migracion mitocondrial cesa, el tubo caudal o machete desaparece.
Distal a la pieza media se desarrolla una vaina fibrosa, las nueve fibras

longitudinales.

4) Fase de maduracion: se caracteriza por la pérdida de citoplasma por
parte de la espermatida. Conforme se libera el exceso de citoplasma, se
forman los espermatozoides individuales, que seran liberados desde las
células de Sertoli. Las células de Sertoli fagocitan los residuos
citoplasmaticos y los espermatozoides libres pasan hacia la luz del tabulo

seminifero.

Los espermatozoides recién formados no tienen movilidad y no pueden
fecundar al oocito. Sé6lo después de la maduracién en el conducto
epidimario adquieren movilidad progresiva.

ESPERMIACION:

Proceso fisiologico de liberacion de los espermatozoides a la luz tubular,
regulado por las células de Sertoli y bajo la influencia de la hormona LH,
cuyo efecto seria el de facilitar el transporte de agua y sodio al espacio
intracelular, fendmeno del cual dependen los cambios estructurales
conducentes a la liberacion.
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MORFOLOGIA DEL ESPERMATOZOIDE:

Desde un punto de vista estructural, los espermatozoides estan constituidos
en tres segmentos principales, cabeza, cuello (pieza media) y cola. La
cabeza esté constituida por un nucleo oval el cual contiene cromatina muy
compacta. La cromatina condensada consiste en un complejo formada por
ADN vy una clase de proteinas especiales denominadas protaminas

espermaticas (Hafez, 1996).

Pérez y Pérez (1985) mencionan que en esta parte del espermatozoide se
halla una estructura denominada acrosoma, la cual es un revestimiento
interno, el cual contiene sulfo — proteinas de cierta resistencia fisica. Hafez
(1996) nombra que contiene las enzimas pro - acrosina, hialuronidasa y

acido hidrolasas, las cuales intervienen en el proceso de fecundacion.

El cuello, esta definido por la separacion que queda entre los centriolos
superiores e inferiores (proximal y distal respectivamente), entre el cuello y
la cola propiamente dicha se llama pieza intercalar intermedia (Pérez y
Pérez, 1985).

La cola, es el segmento caudal principal esta integrado por una cobertura
sulfoproteica, mientras que su interior contiene arginina, leucina y otros
aminoacidos esenciales.

La célula espermatica esta cubierta por una membrana denominada
plasmalema, la cual Strezezek (1997), indica que esta membrana es
excepcionalmente sensible debido a su composicion lipoproteica, lo que
condiciona a esta célula a sufrir variaciones en su estructura molecular
influenciada por el medio externo y estos efectos podrian deberse entre
otros a procesos auto-oxidativos, alteraciones funcionales del sistema
reproductor o técnicas invasivas sobre el eyaculado como es la

inseminacion artificial.
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CALIDAD ESPERMATICA:

La calidad espermatica puede ser medida analizando la célula y los
parametros bioquimicos (Briz 1994; Knobil y Neil 1994; Sancho 2002).

En cuanto a los parametros de la célula, se determina: la motilidad,
concentracién, morfologia y aglutinacién, como también la gota

citoplasmatica y la integridad de membrana.

Caracteristicas Macroscopicas:

e Volumen

Segun la edad, tamafo testicular, raza y estado fisiolégico de cada
verraco el volumen oscila entre 50 a 125ml aproximadamente de
fraccion rica. Esta caracteristica se puede medir con un recipiente
graduado o se pesa en una balanza haciendo la conversién de 1gr
equivalente a 1ml. (Espinoza 2002).

e Aspecto o consistencia

El eyaculado como tal, es un liquido denso, cremoso, ligeramente
amarillento, que contiene una suspension de espermatozoides en un
medio llamado plasma seminal. Chenowethlarg (2006).

e Color

Segun Espinoza. (2002), sefiala que el color normal de un eyaculado
es blanco variando la consistencia y la tonalidad del acuoso
transparente a cremoso amarillento, segun la concentracion
espermdtica que se tenga. Se pueden observar coloraciones atipicas
como son:. violaceas, rosaceas o de color beige, que pueden ser
debidas a posibles infecciones o hemorragias internas del tracto

reproductor del macho.
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e Olor
El semen debe ser inodoro, cualquier olor representa una alteracion.
e pH

Se utiliza una tira reactiva de pH o un potencidmetro. Los valores
normales varian de 7.2 a 7.8. El pH es uUnicamente un indicador de la
actividad metabdlica de los espermatozoides, ya que al envejecer el
eyaculado aumenta la concentracion de éacido lactico y con esto un

descenso del pH.
e Temperatura

Es importante registrar y controlar la temperatura del semen para evitar
las variaciones durante todo su procesamiento para prevenir una
disminucién en la viabilidad de los espermatozoides. Es importante

mantener el semen a una temperatura de 35 — 36°C para diluir.
Caracteristicas Microscopicas:
e Motilidad espermaética

Barth (2000) reseila que la motilidad masal es el resultado de la
concentracion espermatica, el porcentaje de células con movimiento
progresivo y velocidad de movimiento de los espermatozoides. Lo cual
provoca movimientos de flujo y la existencia de verdaderas “olas” de
zoospermios, que al estar disminuidos o en baja concentracion

provocan disminucién.
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Cuadro Nro. 1
Valoracion de la Motilidad Espermatica

Valor Aspecto de % células Criterio

descriptivo movimiento moviles | evaluativo

valor de 0 Sin movimiento 030 % ]
(necrospermia).
Sin movimiento

Valor de 1 | progresivo, girando | 30 —40% +
sobre si mismos.
Con movimientos

Valor de 2 | anormales y algunos | 40 - 60% ++
progresivos.
Con movimientos

Valor de 3 | progresivos lentos y | 60— 80% +++
SiNUOSOS.

- Con movimientos Ay s
progresivos rapidos.
Con movimientos

Valor de 5 | progresivos muy | 80 —90 % ++++
rapidos.

Fuente: Susana Espinoza - Manual de evaluacion de la unidad de produccién porcina
2002.

e Concentracion

La concentracién espermatica se calcula de diversas formas, las mas
usuales son el espectrofotometro, La Camara de Burker y la Camara

de Neubauer.

El recuento en la cAmara de Burker es el método més recomendado en
pequefios centros de I.A., por su facilidad de célculo y visualizacion a
través del microscopio. El procedimiento es el siguiente:
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v' Se realiza una dilucion de semen puro 1:100 en una solucion de
suero fisioldgico formolado.

v' Posteriormente se toma una gota con una pipeta Pasteur, la cual
se deposita en el reticulo de la camara.

v' El contaje se realiza en un microscopio a x400 aumentos y
contando el numero de espermatozoides que se encuentran
dentro de 40 cuadraditos de la camara.

La concentraciéon de espermatozoides por mm?® es igual a la suma de
espermatozoides contados x10000.

Para determinar la concentracion usando la camara de Neubauer,
primero se realiza una dilucién a 1:200 utilizando una pipeta de glébulos
rojos, dicha dilucibn se hace con un suero fisiolégico formolado,
después de la dilucién se realiza el conteo en la cAmara de Neubauer,
Unicamente se considera los espermatozoides presentes en 5
cuadrados grandes, los cuatro de las esquinas y uno del centro y los
espermatozoides que tocan la linea superior e izquierda de un cuadrado

se incluyen en la cuenta de ese cuadro.
El calculo es el siguiente:

El nimero de espermatozoides obtenidos en ambas cuadriculas de la
camara, se dividen entre dos para obtener el promedio y el resultado se
multiplica por 10 millones para obtener la concentracion de

espermatozoides/ml.
e Morfologia

El equipo IVOS (sperm analizer de Hamilton-Thorne) tiene un sistema
Metrix Morphology, captura imagenes de espermatozoides previamente
tefiidos y a través de célculos de imagen puede determinar las

anormalidades esperméticas. Es un sistema que tiene un software que
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tiene que ser codificado para cada especie animal con los estandares
de normalidad y anormalidades espermaticas. El Metrix permite obtener
mediciones de la cabeza, del espermatozoide del largo mayor y menor,
elongacién, perimetro y largo del acrosoma. También permite detectar
anormalidades en la cola del espermatozoide y gota citoplasmatica.

Espermatozoides morfolégicamente anormales

Las malformaciones esperméticas de acuerdo a su origen se dividen en

dos grupos:

v' Anormalidades primarias.

v Anormalidades secundarias.

Las anormalidades primarias, ocurren a nivel de testiculo durante el

proceso de la espermatogénesis y la espermiogénesis.

Las anormalidades secundarias se presentan durante el proceso de

maduracion a nivel de epididimo.

Un aumento en la cantidad de ambos tipos de anormalidades en los
espermatozoides de mas de 15% trae como consecuencia una
disminucién de la fertilidad de hasta 12% y también un lech6n menos en

el parto (Espinoza., 2002).

e Anormalidades primarias
a) Anormalidades de cabeza:
= Cabezas gigantes
= Cabezas pequenas

= Cabezas periformes

= Cabezas conicas y estrechas
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= Anormales desprendidas

» Formas teratoides

= Defectos de acrosoma

= Vacuolas nucleares (defecto crater/diadema)
= Condensacion anormal del DNA

Foto 1: Cabeza Gigante

Fuente: Google

Foto 2. Cabeza Pequefia

Fuente: Google

Foto 3: Cabeza Periforme

Fuente: Google

Foto 4: Cabeza Cénicay estrecha

Fuente: Google
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b) Anormalidades de cuello

Unién del cuello fuera del eje (descentrado)
= Cuello doble
= Cuello en espiral

= Cuello deshilachado, granular o hinchado

Foto 5: Unidn del cuello fuera del eje

Fuente: Google

Foto 6: Cuello doble

Fuente: Google

c) Anormalidades de la cola

= Cola corta (defecto de la cola en mufion)

= Colas abaxiales, accesorias o multiples

» Pieza media doblada, hinchada, abaxial, incompleta

= Aplasia segmentaria de la pieza media y defectos de la
vaina mitocondrial

= Gota citoplasmatica proximal

= Defecto Dag

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Foto 7: Cola Corta

Fuente: Google

Foto 8: Colas multiples

Fuente: Google

e Anormalidades secundarias

a) Anormalidades de la cabeza

= Cabezas normales desprendidas
= Acrosoma roto, deforme o desprendido

b) Anormalidades de la cola
» Pieza media distal doblada
= Pieza principal doblada

= Pieza principal doblada por shock hipoténico

= Gota citoplasmética proximal y distal
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Fuente: Google

Foto 10: Gota Citoplasmatica Proximal y Distal

Fuente: Google

c) Otras células

= Células epiteliales

= Eritrocitos

= Formaciones de medusa

= Células precursoras de esperma
= Células redondas

=  Glébulos blancos

Las anormalidades podrian considerarse como una herramienta de
diagnéstico de fallas reproductivas en los machos si se identifica

acertadamente su causa.

A continuacién se describe algunas anormalidades, sus posibles causas

y en algunos los porcentajes permitidos:
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= Anormalidades en tamafio y forma de la cabeza: Son el resultado
de una alteracion en el proceso de condensacion de la cromatina
y/o desarrollo de acrosoma. Porcentaje maximo permitido 7%.

= Presencia de cabezas sueltas: Se asocia a una degeneracién
testicular. Este defecto se desarrolla en los primeros estadios de la
espermiogénesis, pero se manifiesta frecuentemente a nivel de
epididimo, cuando los espermatozoides adquieren su capacidad de

movimiento. Porcentaje maximo permitido 8%.

= Colas en latigo: Se presentan por choque térmico, osmético y/o pH
durante el manejo del semen, contacto con sustancias
espermicidas, machos estresados por calor, machos con procesos

febriles. Porcentaje maximo permitido 20%.

= Gotas citoplasmaticas: Macho sexualmente inmaduro,
sobreutilizado, estrés térmico, traumatismos a nivel del epididimo.
Porcentaje maximo permitido de gotas citoplasméaticas proximales
10% y de distales 15%.

= Colas enrolladas: Respuesta a condiciones extremas del ambiente
como variaciones drasticas de temperatura, de pH, de presion
osmoética, presencia de compuestos toéxicos, rayos UV vy

contaminacion bacteriana. Porcentaje maximo permitido 7%.

= Alteraciones a nivel del cuerpo medio del espermatozoide:

Porcentaje maximo permitido 5%.

Un estrés térmico en los sementales aumenta la secrecion de cortisol y
disminuye los valores séricos de testosterona. Esto se ve reflejado en
una alteracion de la produccion espermatica: aumenta el porcentaje de

anormalidades espermaticas como la gota citoplasmética proximal,
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defectos en la pieza intermedia, defectos de cola, cabezas anormales,
defectos de acrosoma, asi mismo el porcentaje de motilidad disminuye

igual que el volumen del eyaculado.

Los efectos adversos de un estrés calérico aparecen generalmente a
los siete a 14 dias después del inicio del incremento térmico. La
recuperacion de la calidad esperméatica se puede presentar alas 5 a 8

semanas después del periodo de estrés de este tipo.

La evaluacion de la morfologia se realiza por medio de un frotis tefiido,
con el fin de observar las anormalidades morfologicas de los
espermatozoides; existen diversas tinciones para este objetivo por
ejemplo el Tripan Azul y Eosina — Nigrosina.

Niveles de tolerancia de espermatozoides anormales

Segun las normas ISO 9002 de calidad para centros de inseminacion
artificial a nivel mundial establecida por el Departamento de Medicina
del Rodeo y la Teriogenelogia de la Universidad de Saskatchewan,
Canada, reportado por Barth (2000), se contempl6 como exigencia
minima, respecto a los parametros seminales, un rango maximo de
normalidades toleradas: cabezas 15-20%, acrosoma Yy cola hasta un
25% y un minimo de 70% de espermatozoide normales.

Células vivas o muertas

Para contar espermatozoides vivos 0 muertos su puede utilizar
diferentes medios de coloracion: Trip4 azul (espermatozoide vivo se
observa blanco y el muerto azul), Eosina - Nigrosina (el

espermatozoide vivo se observa blanco y el muerto rojizo).
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Estado del acrosoma

El acrosoma es una estructura del espermatozoide situado en la parte
craneal y que juega un papel crucial en la fecundacion. Los
espermatozoides deben pasar por una etapa de cambios en el tracto
genital de la hembra, para ser capaces de fertilizar. Este proceso se
llama capacitacion (modificaciones en la membrana espermatica). La
capacitacién es seguida por la reaccién del acrosoma, sin la cual no

seria posible la penetracion del 6vulo.
La reaccion consiste en lo siguiente:

La membrana plasmatica del esperma en la region de la cabeza, donde
se encuentra el acrosoma, se une en diferentes puntos con la
membrana exterior del acrosoma. La fusiébn ocasiona la formacion de
aberturas que permiten la salida del contenido del acrosoma, que
consiste principalmente de enzimas. Estas enzimas permiten disolver la
estructura gelatinosa y el camulus de tal manera que el espermatozoide
encuentre su facil camino a la superficie de la zona pelacida y ocurra

asi la fecundacion.

Con lo explicado anteriormente se ve la importancia que tiene el estudio
del acrosoma, pero el andlisis es limitado a laboratorios que tengan

microscopio con contraste de fases.

Las tinciones especiales para acrosoma como la de Kovacs y Foote (K-
F) que es a base de azul triptano y Giemsa. Con esta tincion se permite
observar 10 diferentes estados de los espermatozoides, dentro de los
cuales se indicara si el acrosoma se encuentra intacto, dafiado o se ha
perdido (Barth 2003):

= Vivo con acrosoma intacto.

= Vivo con acrosoma libre.
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» Vivo con dafio acrosomal.

» Vivo sin acrosoma.

= Vivo sin acrosoma y anillo postacrosomal.
* Muerto con acrosoma intacto.

= Muerto con acrosoma libre.

= Muerto con dafio acrosomal.

= Muerto sin acrosoma.

* Muerto sin acrosoma y anillo postacrosomal.

Métodos:

1. Viabilidad espermatica, acrosomay la integridad mitocondrial:

La viabilidad espermatica es un parametro muy importante cuando se
evalla la calidad del eyaculado y basicamente describe el porcentaje

de espermatozoides viables y no viables.

e Ndcleo:

Para evaluar la viabilidad espermética, muchos métodos pueden
ser utilizados. Por un lado tenemos las coloraciones que se
observan por el microscopio optimo utilizando eosina azul- anilina
0 eosina-nigrosina (Sancho 2002). La base de este método la
membrana del plasma es no permeable a las coloraciones, pero
cuando el espermatozoide es no viable esta membrana es
permeable.

Estos métodos convencionales, han probado no ser
suficientemente buenos y ahora se utiliza lo que es la
fluorescencia. Esta nos permite no solo observar el nucleo sino
también el acrosoma (Gravance et al 2000). EI método consiste
en utilizar las propiedades del Acridin naranja de excitacion entre

unos 450 a 490 nm. Este fluorescente emite una fluorescencia
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verde si el ADN no esta alterado, lo que significa que el
espermatozoide es viable, o una fluorescencia roja si este no es
viable.(Zinie et al 2000). De forma interesante el color rojo de la
fluorescencia esta relacionado con la infertilidad del macho en la
estructura acromatica (Silva y Gadella 2006).

e Acrosoma:

Las moléculas para el analisis consisten en las lectinas, una
familia de glucoproteinas que se encargan de reconocer y captar
los carbohidratos a las membranas del plasma, conjugado con

fluorcromo.

Estas lectinas reconocen la enzima proacrosina/acrosina y el
espermatozoide se presenta menos coloreado si el acrosoma esta
intacto, pero una coloracion elevada se observa cuando el
acrosoma no esta intacto (Osaki et al. 2002).

Proacrosina es la forma inactiva de la acrosina y se convierte en la
activa durante la reaccion del acrosoma. (Howes y Jones, 2002).
La acrosina es una serie de proteasa que esta presente en el
acrosoma y juega un papel importante en la penetracion del

espermatozoide a la zona pelucida.

e Viabilidad espermatica en condiciones estandares:

Como porcentajes de viabilidad bajo estandares normales, los
porcinos eyaculan entre un 65% y 85% de espermatozoides
viables (Pinat et al, 1999). Cuando el porcentaje de
espermatozoides viables es menor del 65% se refiere a una

necroespermia (0] necrozooespermia.
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2. Motilidad espermaética:

Naturalmente los espermatozoides tienen la habilidad de moverse por
medio de ondulaciones que producen su cola. La motilidad
espermatica es una de las mas frecuentes en ser analizadas y
utilizadas como parametros en los centros de produccion de semen de
calidad espermatica del eyaculado (Sancho 2002).

De todas formas existe una relacion entre la motilidad espermatica y

fertilidad espermatica.

El andlisis de motilidad espermatica consiste en determinar el
porcentaje de motilidad y no motilidad de los espermatozoides y el
movimiento en conjunto. (WHO 2000). Este proceso de determinacion
puede ser presentado en ambos de forma objetiva y subjetiva.

En estos afnos, los sistemas de computadoras para determinar los
parametros del espermiograma se han incrementado. Computer-
Assisted Semen Analysis (CASA), provee con mas precision y
objetividad los parametros de motilidad de los espermatozoides,

reduciendo los errores de los andlisis (Kvist y Bjorndahl 2002).

3. Morfologia espermaética:

La evaluacion de las caracteristicas morfolégicas del espermatozoide
juega un papel importante en el andlisis del semen, especialmente
para el estudio de las anormalidades del espermatozoide. Por
diferentes investigaciones, la morfologia del espermatozoide es un

parametro que se utiliza para ver la fertilidad (Alm et al.. 2006).

La examinacién al microscépio nos permite observar el porcentaje de

madurez, inmadurez y las anormalidades del espermatozoide. La
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madurez del espermatozoide debe ser del 75 al 80% como una
medida estandar (Kvist y Bjorndahl 2002).

Cuando el porcentaje de inmadurez es mayor al 30%, se observa una
disfuncion del epididimo, donde no se realizé la madurez del
espermatozoide a lo largo del epididimo. Esta falta de madurez
generalmente se produce por una serie de eyaculaciones rapidas
(Pruneda et al 2005).

Las anormalidades de los espermatozoides pueden afectar la cabeza
y/o la cola. Dependiendo del origen, las malformaciones pueden ser
primarias, cuando se producen en el testiculo durante Ila
espermatogénesis, o pueden ser secundarias, cuando ocurre en el
epididimo (Boner et al 1995).

Las malformaciones de la cabeza pueden ser en forma de numero
(dos a mas cabezas), en la forma (triangular, ovoide), o en el tamafio
(micro o macro cefélico). Las malformaciones de la cola pueden ser en

forma de numeros (dos o tres colas) y en la trayectoria (cola pequefia).

En estos afios sistema computarizado, también es utilizado para el
estudio de la morfologia del espermatozoide, nos permite observar el
area del espermatozoide, el perimetro del espermatozoide, la medida
y el peso de la cabeza del espermatozoide. Usando este método y el
grado de intensidad de la fragmentaciobn de la cromatina, se ha
demostrado que la morfologia del espermatozoide no esta relacionada

a las desviaciones de la estructura de la cromatina.

Cuando los porcentajes de anormalidades espermaticas son mayores
al 50% se llama terastospermia o teratozootermia (WHO 2000).
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Factores que afectan la calidad seminal

Barth (2000), cita que un proceso de evaluacién la calidad seminal
puede verse afectada por procesos directos, que evidencian
alteraciones en la espermatogénesis o por defectos del manejo del

semen.

Ademas Spitzar (2000) coincide en opinar que las causas que podrian
producir una espermatogénesis anormal, pueden ser clasificadas
como relacionadas con elevadas temperaturas, el estrés o con la
edad, otras causas menos comunes podrian ser clasificadas como

genéticas, toxicas o tal vez deficiencias en la nutricién.
3.1.1. Latemperatura

Es uno de los factores ambientales mas importantes que modifican la
espermatogénesis. Echeverri (2003) cita que la temperatura corporal
puede verse afectada por periodos de temperatura ambiental alta al
igual que extremadamente bajas o por cuadros de pirexia ocasionado

por enfermedades y/o heridas.

Spitzar (2000) argumenta que el mecanismo de dafio por temperatura,
es la hipoxia testicular, esto se debe a que los testiculos operan
normalmente en un punto muy cercano a la hipoxia y al ser activados
los mecanismos de pérdida de calor, hay vaso dilatacion y aumento de
la actividad metabdlica con una necesidad directa de incrementar el
oxigeno, este incremento de oxigeno es una tasa mayor que la del

flujo sanguineo por tanto los testiculos se tornan hipoxicos.

Ademas, segun cita de Parks (2003) el calentamiento de los testiculos
provoca que los espermatocitos en la fase meiotica sean destruidos y
se den alteraciones en las transformaciones de espermatéatidas a

espermatozoides, principalmente cambios en la condensacion de la
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cromatina nuclear, formacion de la cola y desarrollo del casquete
acrosomico de los espermatozoides. Al igual se ve afectado el
epididimo y sus funciones normales absorbentes y secretoras que
ocasionan cambios en la composicion de los fluidos, e incrementan la
tasa de paso espermatico que conlleva a una prematura maduracién

espermatica.

Mediante un seguimiento riguroso en varios trabajos Kastelic (2002)
evaludé lo expresado por autores como Salisbury (1974) Y Hafez
(1989), y logré establecer que para que se produzcan
espermatozoides feértiles, se deben contar con una temperatura
testicular de 2 a 6 grados centigrados menor que la temperatura
corporal central y presentar en promedio temperatura de 35.5, 34.6,
33.1 grados centigrados respectivamente en la cabeza, cuerpo y cola
del epididimo.

Las altas Temperaturas provocan una disminucién en la liberacion de
la LH. Weison y Jonson (1981). Evidenciaron que al verse disminuida
la produccion la LH, provocado por altas temperaturas,
consecuentemente se da bajos niveles de testosterona disponible para
las células germinales en crecimiento, la secrecion de las células de
Sertoli y para el normal funcionamiento del epididimo, lo cual es

agravado aun mas por la hipoxia testicular.
3.1.2. El estrés

Auln cuando se tienen diferentes interpretaciones de estrés Echeverri
(2003) lo define como aquel estado generado por toda situacion
interna o externa que perturbe el equilibrio fisico y aun social del
animal, creando tension y tendiendo a colocar los mecanismos de
defensas del mismo en un estado de alerta y actividad que le permitan

responder ante situaciones adversas.
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El organismo responde, segun cita Berdugo (1994) mediante la
produccion excesiva de cortisol por parte de las glandulas adrenales lo
cual reduce la produccion de LH. por la pituitaria. Lo que conduce a
una disminucion en la produccion de testosterona por las células de

Leydig,

Barth (2000) Reporta, que el estrés prolongado provoca cuadros de
degeneracion testicular, que pueden variar de ligera hasta aplasia
completa del epitelio seminifero, segun la intensidad y el tiempo de
accion del estimulo. Ademas, segun cita de Spitzar (2000), se provoca
un aumento de espermatozoides con anormalidades de cabeza,
periforme, alongadas y estrechas. En casos severos podria provocar

una azoospermia.
3.1.3. Los factores nutricionales

La nutricion, tiene mayor impacto sobre las funciones endocrinas mas
gue las espermatogénicas. Asi lo reporta Chacon (2002). Debido a
gue el estrés nutricional provoca retardo en el crecimiento de los
testiculos y supresion de la actividad endocrina lo que conduce a tener
un mayor impacto en animales jovenes en crecimiento ya que retarda

la pubertad y deprime la produccion y caracteristicas del semen.

Barth (2000) cita, que los factores nutricionales mas comunes que
afectan la calidad seminal incluyen la obesidad y sobrealimentacion,
las diferencias caléricos (raciones bajas en energia disminuyen el
libido y la produccion de testosterona), proteinicas (especialmente en
machos jovenes), vitaminas y de minerales (deficiencias de yodo,
cobre, cobalto, zinc y magnesio) afectan la produccion de semen y la
fertilidad, igualmente es causa de baja de libido y agentes téxicos (los
estrogenos vegetales, ademas las tierras raras y radiaciones

ionizantes).
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Las dietas ricas en energia segun Coe (1999) permiten a animales
jovenes de 12 meses una circunferencia escrotal mayor, pero por el
contrario en animales mayores se ve transformado en grasa lo que
conlleva a una mala termorregulacion de los testiculos. Ademas de
anormalidades de aplomos y conformacion que conducen a Laminitis y
posibles epifitis. De igual forma segun Larson (1997) las dietas ricas
en energia, constituyen una de las causales de ruminitis y abscesos

de higado que conducen a vesiculitis y epididimitis.
3.1.4. Efecto de La edad

La produccion de espermatozoides esta asociada en forma directa con
la pubertad. Berdugo (1994), sostiene que la edad de pubertad
depende de variaciones propias que hay entre las razas de leche y
carne. Asi se explica en general que las razas de tamafio adulto
grande con altas ganancias de peso que las razas de tamafio adulto
menor que poseen menores ganancias. Y que las razas
histéricamente seleccionadas por su produccion de leche, tiene un
comienzo de la pubertad mas temprano y un mayor desarrollo
testicular a menor edad y madurez que las razas que producen poca
cantidad de leche. Ademas, para el caso de razas de doble musculo
poseen un comienzo de la pubertad méas lento y poseen un tamafio

testicular mas pequefio a la pubertad y a la madurez.
3.1.5. Genes recesivos

Cardellino (1999) cita que las razas porcinas al igual que cualquier
especie tienen caracteres deseables e indeseables y en sus
cromosomas hay genes recesivos indeseables, algunos letales 6
altamente deletéreos que se encuentran en forma heterocigética y que
tienen mayor oportunidad de manifestarse en los casos de
consanguinidad.
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3.1.6. Alteraciones técnicas 0 defectos del manejo de semen

Segun Paparella (2001) Una muestra de semen refleja la capacidad
de fecundacion y las condiciones generales de salud y del aparato
reproductor. Y a su vez sirve de elemento de juicio para dar
aceptacion o descarte de un porcino para servicio, e incluso su destino

para sacrificio. Esto implica lo que significa que:

Evaluar la calidad de un semen, segun Echeverry (2003) se debe
tener muy claro las condiciones de manipulacién y los posibles
defectos en lo que se puede incurrir y que generan errores al

momento de emitir un concepto que juzgue la calidad seminal.

Las alteraciones técnicas, segun cita Barth (2000) generalmente son
de orden involuntario o por desconocimiento de los posibles efectos al
momento de manipular la muestra y /o evacuarla. Las alteraciones
pueden deberse a shock hipotonico por exposicion al frio, por la
funcién, por contaminacién con orina. Lo cual genera cambios
bruscos, que ocasionan dafios en la membrana mitocondrial lo que

conlleva a efectuar la movilidad principalmente por Flexion de cola.

La muestra a evaluar puede verse afectada, segun Barth (2003) por
contaminacion de agua, con venenos (garrapaticidas, mata malezas,
etc.), por estiércol e instalaciones descuidadas y pozos sépticos. A su
vez también por largos intervalos de tiempo entre la toma de la

muestra seminal y la evaluacion de la misma.

Igualmente Castellanos (1986), resefia que factores mecanicos como
la mala estimulacién del toro o fallas en el equipo de electro
eyaculacion, conducen a una baja concentracion de espermatozoides
y/o a zoospermia en el eyaculado. Esta baja concentracién constituye

una alteracion para medir la motilidad masal.
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3.1.7. Malformaciones congénitas

La produccion y fertilidad de los espermatozoides, se ve afectada por
malformaciones congénitas que van, segun Hafez (1989), desde la
ausencia del epitelio seminifero y segmentos de los conductos de
Wolff hasta el criptorquidio y testiculos ectdpicos, entre otros.

Ilgualmente Barth (2000), resefia que hay malformaciones congénitas
gue conllevan a inhabilidades copulativas, como es el caso de la
espondilosis lumbar, garrones débiles, muasculo retractor del pene
corto o pene corto, frenulos peneanos, desviacion espiral del pene,

etc.

4.  Aglutinacién espermatica:

Aglutinacion espermatica es cuando un espermatozoide amarra a otro
cabeza con cabeza o cola con cola. Se sabe que los cationes
bivalentes y trivalentes en el plasma seminal induce a la aglutinacion

espermatica (Yeste et al 2007).

Posibles causas de la aglutinacion:

e Presencia de restos de gel procedente de las glandulas
bulbouretrales: filtrado ineficaz, tapioca muy fluida.

e Concentracion muy elevada del eyaculado.

e Mala calidad espermatica: Espermatozoides muertos o con baja
vitalidad.

e Shock térmico por manipulacion inadecuada del semen.

e Contaminacién bacteriana del eyaculado. Se ha estudiado que
bacterias resistentes a la gentamicina pueden provocar
aglutinacion en el semen.

e Presencia de gran cantidad de células epiteliales, descamaciones.
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e Cambios en el pH del plasma seminal, por problemas en las
glandulas accesorias del verraco (procesos inflamatorios)

e Cambios en presion osmoética o pH del diluyente de semen debido
a una incorrecta preparacion de éste.

e Presencia de contaminantes externos de distintos origenes: talco
de los guantes, agua destilada de mala calidad, presencia de
restos de jabon, etc.

e Por efecto de la elevacion térmica corporal durante procesos
febriles (debido a distintas patologias o por reacciones vacunales).
También como consecuencia de temperaturas ambientales
excesivas.

e Puede producirse en semen heterospérmico por incompatibilidad
entre eyaculados.

e De origen inmunologico, debido a la presencia de anticuerpos
especificos formados contra los componentes de la membrana

espermaética.

Métodos para reducir la aglutinacion:

e Temperatura: Mantenimiento de la temperatura del eyaculado.
Recogida con termo atemperado a 37-38°C. Realizar la dilucion
completa lo antes posible. Evitar cambios de temperatura durante
el procesado de semen y durante la conservacion de las dosis.

e Aumentar el filtrado del eyaculado durante la recogida utilizando
doble gasa estéril.

e Realizar la recogida de semen sobre 100 cc de diluyente
atemperado.

e Es fundamental el uso de diluyente de alta calidad. Evita cambios
en el pH gracias a la presencia de buffers especificos en su
composicién, manteniendo la osmolaridad constante a lo largo de

la conservacion del semen.
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e Evitar la contaminacién bacteriana del semen durante la recogida

del eyaculado y a lo largo de todo el procesamiento del semen.

e Evitar los contaminantes externos (sustancias espermicidas) en el
semen: orina, agua, desinfectantes, jabones, etc. Usar guantes de
latex o vinilo sin talco. De todas maneras, previamente a la
recogida de semen, es conveniente lavar las manos enguantadas

para eliminar posibles residuos de talco y polvo, y secar.

e Cuidar al maximo el estado general de los verracos: condiciones
ambientales, sanitarias y de manejo adecuadas.

e Tratamientos con vitamina C, previene la aglutinacion espermética

mediante la activacion de la antiaglutinina.

LA RAZA COMO DETERMINANTE DE CIERTAS CARACTERISTICAS
SEMINALES:

En estudios que se han realizado se determino que la raza Yorshire tiene
mayor calidad seminal que otras razas de porcinos, esto se debe a que esta
raza presenta una madurez sexual mas temprana que las demas razas, es
asi también que al momento de la conservacion del semen, este puede

tener mayor viabilidad que el semen de otras razas. (Swierstra, 1973).
PRESERVACION DE LOS ESPERMATOZOIDES:

La supervivencia de los espermatozoides eyaculados en el plasma seminal
solo se limita a unas pocas horas. Para mantener los espermatozoides por
periodos mas prolongados y para enfriar 0 criopreservar semen es

necesaria la diluciéon con una solucion protectora.

Se han empleado como diluyentes o expansores de semen distintas
soluciones. La mayor parte de las cuales son variaciones de unas pocas

férmulas principales.
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Para preservacion de espermatozoides de mamiferos se usan dilutores que
contiene varios componentes, en el procedimiento de preparacion de estos,
se emplean sustancias puras a fin de excluir materiales toxicos al ambiente
espermatico. Los componentes usuales de estos, son principalmente
carbohidratos simples como la glucosa, la cual es la fuente de energia para
el espermatozoide, también se usa yema de huevo asi como la leche para
la proteccién de los espermatozoides durante el choque térmico, cuando
son enfriadas desde la temperatura corporal hasta 5°C. Dichas sustancias
también contienen nutrientes usados por los espermatozoides. Se usan
diversos amortiguadores para mantener un pH cercano al neutro y una
presion osmotica aproximada de 300 mOsn, equivalente a la del semen,
plasma sanguineo y leche. Para la inhibicion del crecimiento microbiano se
usa penicilina, estreptomicina, polimixina B u otras combinaciones de

antibiéticos de amplio espectro bacteriano.

La obtencion de semen supone cierto estrés para la célula espermatica, del
mismo modo la preservacion en un medio artificial, ocasiona una
disminucién de la cantidad y calidad de espermatozoides, la adicion de
sustancias que mantenga la integridad de estas células; una de estas
sustancias son los antioxidantes que proveen un efecto beneficioso sobre la
viabilidad de los espermatozoides a través de la supresion de la
peroxidaxiéon lipidica de la adicibn de antioxidante en la dilucion de
espermatozoides mamiferos, bloquean la produccion de especies de
oxigeno reactivo y/o contrarestan la toxicidad del oxigeno, mejorando con

éxito la fertilidad (Alvarez y Stoney 1983; Maxwell y Stojanov, 1996).
DILUYENTES QUE SE PUEDEN UTILIZAR:
= Diluyente de larga duracién (7 dias):

Accion: Diluyente de semen de verraco de larga concentracion.
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» Estimula y mejora el transporte esperméatico y la anidacién
embrionaria.

» Controla la contaminacion bacteriana presente en el eyaculado.

» Permite la rapida estabilizacion del pH del semen diluido.

» Reduce la degradacion espermética cuando existen niveles altos de
morfo anomalias.

» Controla problemas de aglutinacion espermatica.
Indicaciones:

Conservacion del semen diluido entre 6 y 10 dias segun la cantidad del
semen usado. Permite mejorar la fertilidad y prolificidad durante los

primeros dias de conservacion con respecto a los diluyentes comunes.

2.2. Antecedentes de investigacién
2.2.1. Revisiones de tesis universitarias

Evaluacion de Dos Dilutores sobre los Parametros Macro,
Microscopicos y Funcionales de Semen Conservado de
Caninos. Arequipa — 2011.

Se observé el disefio de un estudio experimental para realizar la
evaluacion de dos dilutores sobre los parametros macro,
microscopicos y funcionales del semen conservado de caninos. Para
tal efecto se utilizaron 5 caninos adultos sin raza definida,
intradomiciliarios, clinicamente sanos y de fertilidad comprobada. De
estos animales se obtuvieron 4 muestras seminales las cuales se
dividieron 2 alicuotas de 0.5ml, las mismas que fueron sometidas a
dos dilutores, el primero basado en Leche UHT (LUHT) y el segundo
basado en Glucosa Citrato (GC), y a 4 horas de evaluacion (0, 24, 36
y 48 horas), asimismo, en estas se evaluaron Volumen (ml), Color

(blanco lechoso, blanco opalescente), Motilidad (%), Viabilidad (%),
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Morfologia (% de cada categoria), Concentracion (espermatozoides
por ml), Integridad de membrana (%). Luego del analisis se hall6 un
promedio final del volumen de semen de 1.88 + 0.30ml,
correspondiente a la segunda fraccion, Con relacién al color del
semen, el color predominante fue de Blanco lechoso, a excepcion de
un espécimen que mostr6 dos muestras de color Blanco
Opalescente, en referencia a la concentracién de espermatozoides al
inicio del estudio, se encontré un valor de 470,48+ 47.93 x 10°
células espermaticas, el cual fue considerado normal. Con relacion a
la motilidad se observo un valor inicial de 95.7%, pero luego de
someter las muestras a las horas de evaluacion (24, 36 y 48 horas),
se aprecid una diferencia estadistica significativa entre ellas
(P<0.05). El efecto de la adicion de los dos dilutores entre las horas
evaluadas (P<0.05). El efecto de la adicion de los dilutores sobre el
semen canino afecto significativamente (P<0.05) la viabilidad de los
espermatozoides en el tiempo, mostrando valores iniciales similares
en ambos dilutores (88.65%) y este valor disminuyo progresivamente
hasta alcanzar valores de 62,30% en el caso del dilutor en base a
Leche UHT y 63% para el dilutor Glucosa Citrato, asimismo, no se
hall6 efecto del dilutor entre las horas evaluadas (P<0.05). Con
relacion a las anomalias morfologicas, el porcentaje promedio de
espermatozoides normales fue de 80%, las anormalidades halladas
corresponden a la pieza intermedia, donde se han encontrado un
porcentaje de 15.7% de gotas citoplasmaticas proximales y 4,35% de
gotas citoplasmaticas distales. En relacion a la integridad de
membrana, no se hallaron efectos de los dilutores; sin embargo,
durante las horas de evaluacion se observa una disminucion lineal en
el tiempo, estos valores difirieron significativamente (P<0.05), lo cual
permite establecer que conforme pasa el tiempo, la integridad de
membrana se altera significativamente. EL efecto de ambos dilutores

sobre los parametros evaluados fue similar en todos los parametros
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evaluados, lo que permitiria utilizar en forma practica el dilutor
basado en Leche UHT, con las mismas ventajas que el dilutor

Glucosa Citrato.

2.2.2. Otros trabajos de investigacion

New Insights into Boar Sperm function and Survival from
Integrated Field and Laboratory Studies. Universidad de Girona
— Espana.

La adicion de diferentes sustancias al semen ha sido descrita como
un método para mejorar la calidad seminal entre 15 — 17°C o
cryoconservacion. Prostaglandina F2a es una hormona que ha sido
utilizada para mejorar la reproductividad en porcinos. El presente
estudio muestra que la adicion de PF2a para extender el semen a
2.5, 5y 10mg/100ml, no dafia al espermatozoide a una temperatura
de 15°C, cuando la viabilidad espermatica, la integridad de la
membrana mitocondrial y del acrosoma, la motilidad espermética, la
morfologia, la aglutinaciéon y la resistencia osmaotica son evaluados.
De todas formas, la adicion de PF2a a 5mg/100ml parece mantener
la viabilidad espermatica mejor que los suplementos de
conservacion. Aparte de los efectos de PF2a, han sido observados
en el presente estudio que el acido hyalurénico retrasa la
capacitaciéon del semen porcino en temperaturas bajas, sin afectar
los otros parametros funcionales. La tolerancia de los
espermatozoides a estos cambios han sido utilizados como
parametros para evaluar la funcion espermatica, correlacionada con
la fertilidad y la prolificidad, evaluando que no hay retorno a los 60

dias de la primera inseminacion.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales
3.1.1. Localizacion del trabajo
a. Localizacion espacial

La presente investigacion se desarrolld6 en una granja que se
encuentra ubicada en la zona de Rio Seco, Provincia y
Departamento de Arequipa. Geograficamente ubicado:

A una altitud de 2332 m.s.n.m. entre las coordenadas latitud sur
16°23'57.41”7, Longitud oeste 71°32'12.79".

Con una temperatura promedio de 15.8 °C con una variabilidad de
8.2°C a 25.6°C, con una humedad relativa mayor a 27% y menor a

70% y una precipitacién promedio de 78mm (Google Earth, 2011).

b. Localizacién temporal

El desarrollo de la investigacion de campo coleccion y evaluacién
seminal se desarroll6 en las instalaciones del Ilaboratorio
especializado en semen de porcinos, entre los meses de Julio a
Setiembre del 2012. En andlisis, tabulacion y evaluacion de los

resultados se desarroll6 en el mes de Setiembre del 2012.

3.1.2. Material bioldgico

Recoleccion de semen de los verracos en estudio, con 5 repeticiones

para cada dilutor, raza y tiempo post dilucién.

3.1.3. Material de Laboratorio

Reactivos:

e Solucién Salina
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e Solucion fisiologica atemperada.
e Dilutores: No se sabe exactamente los % de cada componente.
Varia en ambos dilutores la concentracion de los componentes.
¢ Glucosa
e Citrato sodico
¢ Acetato potasico
¢ Antibidticos
¢EDTA (etilendiaminotetraacetato disédico)
e Solucion hipoosmética, compaosicion:
e Fructuosa (0.675 g/l)
e Citrato de sodio (0.268 g/l)
¢ Agua corriente (1)
¢ Reactivos para viabilidad y morfologia

e Solucién salina formolada al 0.3%.

3.1.4. Material de campo

e Mandil.
e Computadora portatil.

e Registros de animales muestreados.

3.1.5. Equipo y maquinaria

e Vasos Colectores.
e Bafio Maria para la incubacion del semen.
e Microscopio.

e Refrigerador

3.1.6. Otros materiales

e Cémara de Burker para conteo.
e Matraz aforado (100ml)
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e Laminas portaobjetos y laminas cubre objetos
e Pipetas de 1ml

e Termodmetro

3.2. Métodos
3.2.1. Muestreo:
a. Universo

Se consideré poblacion o universo, a los machos reproductores
en la granja en un total de 10 animales entre machos terminales

y razas puras.

b. Tamario de la muestra

Convenientemente el grupo de investigacion, determiné que el
tamafio de muestra era de 5 repeticiones de semen colectado
para cada una de las razas en estudio y dilutor, esto por el tipo

de investigacion realizado en la presente experimentacion.

c. Procedimiento de muestreo

Aleatoriamente se escogié los animales que cumplan las
caracteristicas raciales acordes al estudio. Estas razas son Raza

Yorkshire y Landrace.

- Raza Yorkshire: muy valorada por sus caracteristicas
maternales, se utiliza habitualmente en cruces como linea
materna. Es ademds, la mejor considerada entre las razas
mejoradas, en cuanto a resistencia. Ademas es considerada la
mejor raza en cuanto a valores de prolificidad, cualidades

maternales, como capacidad lechera y productividad. Los
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machos de esta raza se caracterizan por ser precoces, lo que

le ayuda a tener una buena calidad seminal.

- Landrace: se destaca por englobar animales de buen
comportamiento que responden satisfactoriamente ante
condiciones adversas. Presentan buena ganancia media diaria
en peso Yy conversion alimentaria, con bajo nivel de
engrasamiento, considerdndose por ello una raza de tipo
magro. Es una raza empleada como linea pura, materna o

paterna que presenta un elevado rendimiento a la canal

La frecuencia de la recoleccion de muestra fue semanal
hasta conseguir 5 dosis por cada raza, lo que llevo a un

promedio total de 10 semanas.

3.2.2. Métodos de evaluacion
a. Metodologia de la experimentacion

Se evaluaron los indicadores de calidad espermética
macroscopicos (Volumen y color del eyaculado), los indicadores
de calidad espermatica microscopicos (motilidad, concentracion,
morfologia, integridad plasmética), en dos razas distintas, cada
una con dos diferentes dilutores y estos a su vez en dos

diferentes horas. Segiin metodologia descrita por: Kubus®

- Color y olor: Se observo si el color blanquecino del semen es
nitido, o esta enturbiado con otros tonos, como marrén, rojizo
o amarillento. La aparicion de colores u olores anémalos
puede ser debida a alteraciones patolégicas del aparato
genital o0 a la mezcla del semen con orina durante la

eyaculacion.
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- Volumen: Se cuantific6 en ml. Para realizar su medida se
utilizaron probetas graduadas o una balanza, pesando el
eyaculado y habiendo tarado previamente el vaso de recogida.
Se considera que 1gr = 1cc. El volumen normal de la fraccion
rica del eyaculado oscila entre 50 y 150cc aproximadamente,
Varia segun la edad, tamafo testicular, raza y estado
fisioldégico de cada verraco.

- Motilidad: Se evalué colocando una gota pequefia del
eyaculado en un portaobjetos atemperado a 38-39°C, y sobre
ella se coloca el cubreobjetos. La muestra se observo a través
del microscopio a 100 — 200 aumentos, evaluando el
movimiento general (valoracién en porcentaje. Normal minimo
75%). En el caso de la evaluacion de la motilidad en el semen
conservado, se realiz6 con una gota de semen diluido y
atemperado que nos servird para determinar la capacidad real

del movimiento de los espermatozoides.

- Concentracion: Se realizé el recuento con la cdmara de
Burker. Se mezclo bien el eyaculado antes de tomar 1ml de
semen puro con la ayuda de una pipeta. Se realiz6 una
dilucién 1:100 en una solucién de suero fisiolégico formolado
al 3%, para lo que se utiliz6 un matraz de 50cc, entonces se
afadio solamente 0.5cc de semen para mantener la misma
proporcién de dilucion. Se homogenizé suavemente la mezcla
y se tom6 con una pipeta Pasteur una gota para llenar la
camara de Burker. Ajustar bien el cubreobjetos en la camara
de Burker. Situar la pipeta Pasteur entre el cubre y la camara,
dejando que el reticulo de la camara se llene por capilaridad.
Se contdé aquellos espermatozoides cuyas cabezas estén

situadas dentro de los cuadros de la reticula y aquellos cuya
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cabeza toque el lado superior, el lado derecho y las esquinas

superior e inferior derechas del cuadro.

- Morfologia: El calculo del porcentaje de formas anormales
puede realizarse: en el momento del recuento de
espermatozoides en la camara de Burker. Observando con el
microscopio de campo claro con objetivo de 40 6 100
aumentos las formas anormales existentes en 50 — 100 células

contadas. Minimo 70% de espermatozoides normales.

- Funcionabilidad de membrana plasmatica: Esta prueba se
realiz6 incubando 1mL de semen en 9 mL de solucion
hipoosmotica, previamente calentada a 38°C. Se observo en el
microscopio contando un total de 200 espermatozoides
(minimo 70%). Aquellos espermatozoides que presenten las
colas hinchadas o enrolladas, seran considerados
espermatozoides con integridad de membrana intacta
(Jeyendran et al., 1984).

b. Recopilaciéon de la informacion
e En el campo

Se registraron los eventos y procedimientos de coleccion en

las fichas respectivas.

e En el laboratorio

Se realizaron las pruebas necesarias para la observacion
macroscopica, microscopica y funcional del semen

conservado de porcino.
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e En labiblioteca

Libros y revistas relacionados con el tema, revistas cientificas

especializadas.

e En otros ambientes generadores de la informacion
cientifica

Paginas Web relacionadas al tema. Entrevistas con

especialistas en el tema de estudio.

3.2.3. Variables de respuesta

a. Variables independientes

e Dilutores
e Tiempo

e Razas de porcinos

b. Variables dependientes
Macroscopico:
e Volumen (ml)
e Color (blanco lechoso, opalescente, etc.)

Microscépico:

e Motilidad (%)
e Concentracion (espermatozoides por ml)
e Integridad de membrana (%)

e Morfologia
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3.3. Analisis Estadistico

3.3.1 Analisis de varianza:

Analisis de varianza para un disefio completamente al azar con un
arreglo factorial 2x2x2 (dos dilutores, dos tiempos de evaluacion y

dos razas evaluadas) cuyo modelo matematico es el siguiente:
Yij=u + Di + Tj + R + D*T*Rijx + €

Donde:
Y= Variable de respuesta

u = Media poblacional o general, efecto medio verdadero.
D; = Efecto del i-ésimo dilutor.

T;= Efecto del j-esimo tiempo de evaluacion

R«= Efecto de la k-ésima raza

DTR;j= Efecto de la triple interaccion dilutor, tiempo y raza

ejjk = error experimental.

3.3.2 Pruebas no paramétricas:

Para las caracteristicas macroscopicas (color) y microscopicas
(morfologia), se analizard con una prueba no paramétrica de Chi
Cuadrado. Cuyo modelo matemético es el siguiente:

2

£ E

Donde:

X2: = Chi cuadrado calculado
O = Frecuencia observada.
E = Frecuencia esperada.
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IV. RESULTADOS Y DISCUCION

4.1. Color de semen de porcinos considerando las dos razas.

Cuadro N° 2
Color de semen en las Razas Yorkshirey Landrace
Animal Landrace | Yorkshire
Porcino 1 | Blanco Blanco
Porcino 2 | Blanco Blanco
Porcino 3| Blanco Blanco
Porcino 4 | Blanco Blanco
Porcino5 | Blanco Blanco

En el Cuadro N° 2, se muestra el color de semen registrado en el semen de
cerdo, diferenciados por raza (Landrace y Yorkshire). Los hallazgos de la
presente investigacion respecto a esta variable, presentaron uniformidad

completa, razén por la cual no se realiz6 ningun disefio experimental.

En el caso del color de los eyaculados obtenidos, el color blanco
corresponde al reportado por otros investigadores; al respecto, Alba (2010),
menciona que el color blanco forma parte de la evaluacion macroscoépica e
indica adecuadas condiciones de la calidad seminal, en términos de

concentracion de espermatozoides y de ausencia de contaminantes, dado
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gue la presencia de colores extrafios, originan el descarte del eyaculado e

inclusive del animal.

4.2. Volumen de semen de porcinos considerando las dos razas.

Cuadro N° 3
Volumen Promedio de semen (ml) de porcino segun raza
Raza Volumen (ml) N
Landrace 140.00° 5
Yorkshire 122.00% 5

Letras diferentes en la misma columna denotan diferencia estadistica significativa

(Duncan P<0.05).

Gréfico N° 1
Volumen Promedio de semen (ml) en las Razas Yorkshire y
Landrace
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En el Cuadro N° 3 y Grafico N° 1, se representa el volumen de semen
colectado en cerdos (n=5), diferenciados por raza (Landrace y Yorkshire),
en los cuales podemos observar valores de 140 y 122 ml respectivamente.
Luego del respectivo andlisis de estadistico, sélo se observaron diferencias
numéricas; sin embargo, éstas no presentaron diferencias estadisticas

significativas (P>0.05).

Los resultados hallados en la presente investigacion, son similares a los
reportados por otros investigadores; Rocha et al. (2005), realizaron una
investigacion para determinar los factores que afectan la produccion de
dosis de semen en Centros de Inseminacién Artificial Porcina bajo
condiciones de México; para el caso particular de la raza Yorkshire y
Landrace, tampoco hallaron diferencias estadisticas significativas. Por su
parte, Fuentes et al. (1989), reportan valores superiores de la raza
Landrace sobre la Yorkshire, en términos de volumen colectado; este
mismo comportamiento se ha observado en el presente estudio. Segun
nuestros resultados, la raza no es determinante para el volumen del

eyaculado bajo condiciones de la zona de estudio.

4.3. Concentracion (espermatozoides por ml).

Cuadro N° 4
Concentraciéon Promedio (espermatozoides por ml) segln raza

Concentracién

Raza ) ; N

(espermatozoides X 10° ml)
Landrace 25,80° 5
Yorkshire 23,20° 5
Letras diferentes en la misma columna denotan diferencia estadistica significativa (Duncan

P<0.05).
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Grafico N° 2
Concentracion Promedio (espermatozoides por ml) en las Razas
Yorkshire y Landrace
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En el Cuadro N° 4 y Gréafico N° 2, se presenta la concentracion, en términos
de espermatozoides por ml., en el semen colectado de cerdos (n=5), en las
dos razas consideradas en la presente investigacion (Landrace vy
Yorkshire), los valores hallados fueron de 25,80 X 10’ ml y 23,20 X 10’ ml,
respectivamente. Luego del respectivo proceso estadistico, se apreciaron
diferencias numeéricas; sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticas significativas (P>0.05), entre ambos valores de concentracion
espermatica.

Respecto a nuestros resultados, estos son consistentes a los obtenidos por
Alvarado et al. (2001), bajo condiciones de Lima, dichos autores mencionan
gue si bien existen diferencias numéricas entre ambas razas (Landrace y
Yorkshire), la concentracibn de espermatozoides por ml, no presenta
diferencia estadistica significativa. Asimismo, los valores hallados se
encuentran dentro del rango sugerido como concentracion normal para este
especie (Hafez, 2002).
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4.4. Efecto del dilutor

4.4.1. Promedios de minimos cuadrados ajustados de la motilidad de
semen de porcino, influenciado por el dilutor considerando

cuatro horas de evaluacion.

Cuadro N° 5
Motilidad Promedio (%) de semen de porcino segun el dilutor y
tiempo de conservacion

_ Horas
Dilutor
0 24 48 72
A 77.30% 73.902 70.70%2 67.50%2
B 77.302 72.802 68.90 " 65.002

Letras diferentes en la misma columna denotan diferencia estadistica
significativa (P<0.05).

Grafico N° 3
Motilidad Promedio de semen de porcino influenciado por el
dilutor y tiempo de conservacién
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En el Cuadro N° 5 y Gréfico N° 3, se aprecia los promedios de motilidad de
semen porcino, en términos de espermatozoides por ml., en el semen
colectado de cerdos (n=5), bajo efecto de dos dilutores (A 'y B), y evaluacién
en 4 momentos diferentes (0, 24, 48 y 72 horas). Luego de procesar dicha
informacion se encontré que existe una tendencia lineal descendente de la
motilidad esperméatica en el tiempo, asimismo, se hallo6 diferencia
estadistica significativa (P<0.05), al comparar el efecto del dilutor en la hora
48, en las demas horas de evaluacién, sélo se hallaron diferencias

numeéricas.

Respecto a nuestros resultados, el tipo de dilutor no regularia la motilidad
de los espermatozoides en el tiempo; bajo tales consideraciones sdlo se ha
observado efecto significativo en la hora 48, este efecto se habria debido a
diferencias en la composicién de los dilutores, posiblemente originado por
algunas diferencias en la concentracion de potasio, dado que este ion
permite mantener la actividad de la bomba sodio potasio y evita la
reduccion de potasio intracelular que estaria asociado con la disminucion de

la motilidad (Alvarez y Storey, 1982).

4.4.2. Promedios de minimos cuadrados ajustados de la Integridad de
membrana en semen de porcino, influenciado por el dilutor

considerando cuatro horas de evaluacién

Cuadro N° 6
Integridad de Membrana Promedio (%) segun el dilutor y tiempo
de conservacién

: Horas
Dilutor 0 24 48 72
A 92.42 85.9° 71.6° 61.1°
B 92.4° 86.05 2 71.85° 61.95°

Letras diferentes en la misma columna denotan diferencia estadistica significativa

(P<0.05).
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Grafico N° 4
Integridad de Membrana Promedio influenciado por el dilutor y
tiempo de conservacién
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El Cuadro N° 6 y Grafico N° 4, representan los promedios de la integridad
de membrana de espermatozoides hallados en semen porcino, bajo el
efecto de dos dilutores (A y B), y en cuatro horas de evaluacion (0, 24, 48 y
72 respectivamente). Luego de procesar dicha informacion se encontré que
existe una tendencia lineal descendente de la motilidad espermatica en el
tiempo, asimismo, no se hall6 diferencia estadistica significativa (P>0.05), al
comparar el efecto del dilutor en todas las horas de evaluacion, solo se

hallaron diferencias numéricas.

La susceptibilidad al choque térmico varia con las especies,
considerandose los espermatozoides de toro y de cerdo entre los mas
sensibles donde se manifiesta por marcadas alteraciones en el movimiento
de iones, con acumulacion de Ca2" y pérdidas de K y Mg2* (De Leeuw, et
al., 1990).

Estos resultados, expresados en el descenso lineal de integridad de

membrana, podrian ser explicados por una desestabilizacion a nivel de la
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membrana, producto de la conservacion del semen, en donde la
composicion lipidica de la bicapa se ve afectada por la tasa de refrigeracion.
Este proceso ha sido determinado previamente en espermatozoides de
ovino a temperatura inferior de 15 °C (Maxwell y Jonson, 1999). Asimismo,
durante el choque por frio, los fosfolipidos interactian con la estructura
lipidica de la membrana plasmatica de las células espermaticas y proveen
proteccion.

Las lipoproteinas se unen a la membrana de la célula espermatica y ayudan
a conservar la integridad celular durante el almacenamiento (Bouchard et
al., 1990). La estabilidad de la membrana y la resistencia al choque por frio
esta relacionada con el contenido de fosfolipidos de la membrana celular.
Una baja proporcion de fosfolipidos poliinsaturados - &cidos grasos
saturados en la composicién espermatica, ha sido relacionada con una alta
resistencia al choque por frio (Bouchard et al., 1990). La fluidez de la
membrana se habria alterado por la temperatura, al descender ésta se
produce un reacomodo de las cadenas de fosfolipidos en forma de
paquetes, ya sea en forma bilaminar o hexagonal, formandose con esto

regiones cristalinas.

De otro lado, también se ha mencionado que al descender la temperatura,
disminuye la formacion de ATP, por lo que la bomba sodio-potasio de la

membrana plasmatica (ATP dependiente) también disminuye su actividad.

Esto causa que el potasio que atraviesa la membrana para salir, fluya a una
tasa mayor que el potasio que entra, por lo que la concentracion de potasio
intracelular disminuye, y la relacién sodio-potasio se altera. Esto causa una
despolarizacién de la membrana, abriéndose por ello los canales de calcio,
el cual activa enzimas fosfolipasas, ocasionando una alteracion general de
las membranas (Baquero et al., 2004).
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45. Efecto dela Raza

4.5.1. Promedios de minimos cuadrados ajustados de la motilidad en
semen de porcino, influenciado por la raza considerando cuatro

horas de evaluacion.

Cuadro N° 7
Motilidad Promedio (%) en semen segun razay tiempo de
conservacion

Horas
Raza
0 24 48 72
Landrace 89,602 85,502 82,702 79,90%
Yorkshire 96,80° 93,20° 90,60° 88,20"

Letras diferentes en la misma columna denotan diferencia estadistica significativa
(P<0.05).

Grafico N° 5
Motilidad Promedio en semen de porcino influenciado por razay
tiempo de conservacioén
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En el Cuadro N° 7 y Grafico N° 5, se presentan los promedios de
motilidad espermatica hallados en semen porcino, bajo el efecto de dos
razas en evaluacion (Landrace y Yorkshire), y en cuatro horas de

evaluacion (0, 24, 48 y 72 respectivamente).

Luego del analisis de dicha informacion, se hall6 que existe una
tendencia lineal descendente en el tiempo; asimismo, se determinaron
diferencias estadisticas significativas (P<0.05), durante todas las horas
de evaluacion. Bajo tales consideraciones se aprecia un evidente efecto

de la raza sobre la motilidad espermatica.

Otros autores no han reportado diferencias estadisticas al evaluar la
motilidad bajo el efecto de la raza; en tal sentido, Alvarado et al. (2001),
en una investigacion realizada para evaluar machos de 4 razas
definidas y una indefinida, bajo condiciones de Lima — Per, mencionan
gue la motilidad se comporta en similares condiciones en todas las

razas evaluadas, cuyos machos fueron utilizados en monta natural.

Bajo las condiciones de nuestra investigacion, el efecto significativo
atribuido a la raza habria obedecido al efecto combinatorio del dilutor, y
principalmente al proceso de conservacion de las muestras seminales.
En tal sentido, los espermatozoides de la raza Yorkshire, presenta
mayor adaptacion al choque térmico en comparacién a los
espermatozoides de la raza Landrace, de acuerdo a nuestros

resultados.
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4.5.2. Promedios de minimos cuadrados ajustados de la Integridad de
membrana en semen de porcino, influenciado por la raza

considerando cuatro horas de evaluacion.

Cuadro N° 8
Integridad de membrana (%) promedio en semen de porcino
segun razay tiempo de conservacion

Horas
Raza

0 24 48 72

Landrace | 73.00% 69,10° 65,90° 63,10%

Yorkshire | 81,60° 77,60° 73,70° 69,40°

Letras diferentes en la misma columna denotan diferencia estadistica

significativa (P<0.05).

Grafico N° 6
Integridad de membrana promedio en semen de porcino
influenciado por razay tiempo de conservacion
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El Cuadro N° 8 y el Gréafico N° 6, representan los promedios de

integridad de la membrana espermética hallados en semen porcino de
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dos razas (Landrace y Yorkshire), y en cuatro horas de evaluacion (0,
24, 48 y 72 respectivamente). Luego del analisis de dicha informacion,
se aprecia una tendencia lineal descendente en el tiempo; asimismo, se
encontraron diferencias estadisticas significativas (P<0.05), durante
todas las horas de evaluacion. Bajo tales observaciones, se aprecia un
evidente efecto de la raza sobre la integridad de la membrana
espermatica. Algunos constituyentes de la membrana esperméatica son
altamente importantes en el grado de susceptibilidad de los
espermatozoides de las distintas especies al choque térmico, esto es,
los fosfolipidos y los acidos grasos (Poulos et al., 1973; Darin-Bennett
et al., 1974).

De hecho, espermatozoides de toro, cerdo y ovino, conocidos por su
elevada susceptibilidad al choque térmico, presentan una elevada
relacion entre &cidos grasos poliinsaturados y saturados de
aproximadamente 2,5-3,3, mientras que espermatozoides de conejo y
hombre presentan una relacion de 1. Dicha relacién tiene un efecto
significativo en algunas propiedades de los sistemas de membrana y
esta correlacionado con la sensibilidad del espermatozoide al choque
térmico (Poulos et al., 1973). Asimismo, comparando la composicion de
fosfolipidos y de &acidos grasos de la membrana espermatica de
animales considerados como relativamente resistentes al choque
térmico, como es el caso del perro y del gallo, se han observado
también algunas diferencias en las proporciones relativas de estos
componentes. Sin embargo, la composicion en aldehidos y la relacion
acidos grasos poliinsaturados/saturados son semejantes en ambas
especies, de aproximadamente 1 (Darin-Bennett et al., 1974). De
acuerdo a nuestros resultados, las condiciones fisico-quimicas de la
membrana plasmatica del espermatozoide de los machos de la raza
Yorkshire, presentaria mejores condiciones para enfrentar el choque

térmico originado por la conservacion del semen.
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V. CONCLUSIONES

1. Los parametros macroscopicos observados (volumen y color), no se
observaron diferencia en los diferentes tiempos de muestreo en el proceso

de conservacion. (P>0.05).

2. Los parametros microscopicos observados (morfologia, motilidad y
concentracion), no se observaron diferencia entre el dilutor y los tiempos de
conservacion, mas entre razas si se observé diferencia en la motilidad.
(P>0.05).

3. La integridad de membrana de la Raza Yorkshire obtuvo mejores
resultados, que la Raza Landrace, debido a caracteristicas especificas de

raza, (P<0.05), méas no asi por influencia de los dilutores.

4. El factor que mas influye en la calidad seminal y funcional del semen de
porcino conservado es la raza. En la raza Yorkshire se encontr6 mayor
integridad de membrana, como también una gran motilidad por parte de la
misma, debido a que la raza presenta una madurez sexual mas temprana

gue las demas razas.
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VI. RECOMENDACIONES

e Se recomienda que en todo el proceso de recoleccibn se debe tener
medidas estrictas tanto de higiene como manipulacion del mismo, debido a
gue cualquier cambio fisico y mecanico produce variaciones significativas
en los porcentajes establecidos.

e Observar los pardmetros y caracteristicas de cada raza (Yorkshire y
Landrace), para obtener buenos resultados dentro de una produccion
porcina e Inseminacion Artificial, como machos terminales en cruses

individuales.
e En cuanto a los dilutores se recomienda una muy buena seleccion del

mismo para evitar asi resultados negativos en cuanto al proceso de

conservacion y de produccién por el tiempo y raza.
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VIIl.  ANEXOS

8.1. Fichas

FICHA DE LABORATORIO.

LECTURA DE EVALUACION SEMINAL (DILUTOR A)

IDENTIFICACION DEL ANIMAL: LL-CA

RAZA DEL ANIMAL: Landrace

OBSERVACIONES: Muestra 1

FECHA Y HORA OBTENCION MUESTRA: 11/07/2012 9:45am
y HORA HORA HORA
PARAMETRO HORA O
24 48 72
Volumen (ml) 160ml 160ml 160ml 160ml
Color (blanco lechoso,
Blanco Blanco Blanco Blanco
blanco opalescente, otro)
Motilidad (%) 95% 92% 90% 90%
) 76% N 61% N 64% N 49% N
Morfologia (% de cada
) 8% CL | 39% CL | 18% CL | 47% CL
categoria)
16% GD 18% GD | 4% GD
Concentracion ; . . ;
: 24x 10 21 x10 16 x 10 23 x10
(espermatozoide por ml)
Integridad de membrana (%) 60% 57% 55% 50%
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FICHA DE LABORATORIO.

LECTURA DE EVALUACION SEMINAL (DILUTOR B)

IDENTIFICACION DEL ANIMAL: LL-CA

RAZA DEL ANIMAL: Landrace

OBSERVACIONES: Muestra 1

FECHA Y HORA OBTENCION MUESTRA: 11/07/2012 9:45am

(espermatozoide por ml)

y HORA HORA HORA
PARAMETRO HORA O
24 48 72
Volumen (ml) 160ml 160ml 160ml 160ml
Color (blanco lechoso,
Blanco Blanco Blanco Blanco
blanco opalescente, otro)
Motilidad (%) 95% 90% 90% 88%
) 76% N 56% N 53% N 64% N
Morfologia (% de cada
8% CL | 31% CL | 29% CL | 29% CL
categoria)
16% GD | 13% GD | 18% GD 7% GD
Concentracion ; . . .
24x 10 16 x 10 17 x 10 14 x 10

Integridad de membrana (%)

60%

60%

57%

53%
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FICHA DE LABORATORIO.

LECTURA DE EVALUACION SEMINAL (DILUTOR A)

IDENTIFICACION DEL ANIMAL: LL-CA

RAZA DEL ANIMAL: Landrace

OBSERVACIONES: Muestra 2

FECHA Y HORA OBTENCION MUESTRA: 16/07/2012 11:00am

’ HORA HORA HORA
PARAMETRO HORA 0
24 48 72
Volumen (ml) 180ml 180ml 180ml 180ml
Color (blanco lechoso,
Blanco Blanco Blanco Blanco
blanco opalescente, otro)
Motilidad (%) 80% 80% 75% 70%
] 80% N 60% N 55% N 50% N
Morfologia (% de cada
) 10% CL | 10% CL | 40% CL | 40% CL
categoria)
10% GD | 30% GD | 5% GD | 10% GD
Concentracién . . . .
_ 39x 10 10x 10 11 x 10 10x 10
(espermatozoide por ml)
Integridad de membrana (%) 72% 70% 65% 62%
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FICHA DE LABORATORIO.

LECTURA DE EVALUACION SEMINAL (DILUTOR B)

IDENTIFICACION DEL ANIMAL: LL-CA

RAZA DEL ANIMAL: Landrace

OBSERVACIONES: Muestra 2

FECHA Y HORA OBTENCION MUESTRA: 16/07/2012 11:00am

(espermatozoide por ml)

i HORA HORA HORA
PARAMETRO HORA O
24 48 72
Volumen (ml) 180ml 180ml 180ml 180ml
Color (blanco lechoso,
Blanco Blanco Blanco Blanco
blanco opalescente, otro)
Motilidad (%) 80% 78% 75% 70%
) 80% N 55% N 55% N 54% N
Morfologia (% de cada
10% CL | 30% CL | 27% CL | 31% CL
categoria)
10% GD | 15% GD | 18% GD | 15% GD
Concentracion . . . .
39x 10 13x 10 11 x 10 14 x 10

Integridad de membrana (%)

72%

65%

62%

60%
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FICHA DE LABORATORIO.

LECTURA DE EVALUACION SEMINAL (DILUTOR A)

IDENTIFICACION DEL ANIMAL: LL-CA

RAZA DEL ANIMAL: Landrace

OBSERVACIONES: Muestra 3

FECHA Y HORA OBTENCION MUESTRA: 23/07/2012 11:00am

(espermatozoide por ml)

i HORA HORA HORA
PARAMETRO HORA O
24 48 72
Volumen (ml) 120ml 120ml 120ml 120ml
Color (blanco lechoso,
Blanco Blanco Blanco Blanco
blanco opalescente, otro)
Motilidad (%) 85% 80% 75% 70%
) 70% N 74% N 67% N 60% N
Morfologia (% de cada
20% CL 13% CL | 25% CL | 20% CL
categoria)
10% GD | 13% GD | 8% GD | 20% GD
Concentracion . . . .
18x 10" | 15x 10 12 x 10 10x 10

Integridad de membrana (%)

70%

68%

65%

62%
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FICHA DE LABORATORIO.

LECTURA DE EVALUACION SEMINAL (DILUTOR B)

IDENTIFICACION DEL ANIMAL: LL-CA

RAZA DEL ANIMAL: Landrace

OBSERVACIONES: Muestra 3

FECHA Y HORA OBTENCION MUESTRA: 23/07/2012 11:00am

(espermatozoide por ml)

i HORA HORA HORA
PARAMETRO HORA O
24 48 72
Volumen (ml) 120ml 120ml 120ml 120ml
Color (blanco lechoso,
Blanco Blanco Blanco Blanco
blanco opalescente, otro)
Motilidad (%) 85% 80% 75% 70%
) 70% N 77% N 71% N 67% N
Morfologia (% de cada
20% CL 8% CL 29% CL | 33% CL
categoria)
10% GD | 15% GD
Concentracion . . . ;
18x 10" | 13x 10 7 x 10 6 x 10

Integridad de membrana (%)

70%

65%

62%

60%
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FICHA DE LABORATORIO.

LECTURA DE EVALUACION SEMINAL (DILUTOR A)

IDENTIFICACION DEL ANIMAL: LL-CA

RAZA DEL ANIMAL: Landrace

OBSERVACIONES: Muestra 4

FECHA Y HORA OBTENCION MUESTRA: 31/07/2012 11:00am
i HORA HORA HORA
PARAMETRO HORA O
24 48 72
Volumen (ml) 120ml 120ml 120ml 120ml
Color (blanco lechoso,
Blanco Blanco Blanco Blanco
blanco opalescente, otro)
Motilidad (%) 98% 95% 92% 90%
) 87% N 78% N 75% N 62% N
Morfologia (% de cada
13% CL 22% CL | 25% CL | 25% CL
categoria)
13% GD
Concentracion . . . ;
26 x 10 9x10 8 x 10 8x10

(espermatozoide por ml)

Integridad de membrana (%)

85%

80%

76%

71%
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FICHA DE LABORATORIO.

LECTURA DE EVALUACION SEMINAL (DILUTOR B)

IDENTIFICACION DEL ANIMAL: LL-CA

RAZA DEL ANIMAL: Landrace

OBSERVACIONES: Muestra 4

FECHA Y HORA OBTENCION MUESTRA: 31/07/2012 11:00am
y HORA HORA HORA
PARAMETRO HORA O
24 48 72
Volumen (ml) 120ml 120ml 120ml 120ml
Color (blanco lechoso,
Blanco Blanco Blanco Blanco
blanco opalescente, otro)
Motilidad (%) 98% 95% 90% 88%
) 87% N 69% N 69% N 64% N
Morfologia (% de cada
13% CL 23% CL | 23% CL | 18% CL
categoria)
8% GD 8% GD | 18% GD
Concentracion . . . .
26 x 10" | 13x 10 13x 10 11 x 10

(espermatozoide por ml)

Integridad de membrana (%)

85%

79%

75%

71%
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FICHA DE LABORATORIO.

LECTURA DE EVALUACION SEMINAL (DILUTOR A)

IDENTIFICACION DEL ANIMAL: LL-CA

RAZA DEL ANIMAL: Landrace

OBSERVACIONES: Muestra 5

FECHA Y HORA OBTENCION MUESTRA: 14/08/2012 11:00am
i HORA HORA HORA
PARAMETRO HORA O
24 48 72
Volumen (ml) 120ml 120ml 120ml 120ml
Color (blanco lechoso,
Blanco Blanco Blanco Blanco
blanco opalescente, otro)
Motilidad (%) 90% 88% 87% 85%
) 64% N 62% N 58% N 56% N
Morfologia (% de cada
9% CL 10% CL | 15% CL | 12% CL
categoria)
27% GD | 28% GD | 27% GD | 32% GD
Concentracion . . . .
22 x 10" | 20x 10 17 x 10 15x 10

(espermatozoide por ml)

Integridad de membrana (%)

78%

75%

72%

71%

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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FICHA DE LABORATORIO.

LECTURA DE EVALUACION SEMINAL (DILUTOR B)

IDENTIFICACION DEL ANIMAL: LL-CA

RAZA DEL ANIMAL: Landrace

OBSERVACIONES: Muestra 5

FECHA Y HORA OBTENCION MUESTRA: 14/08/2012 11:00am
i HORA HORA HORA
PARAMETRO HORA O
24 48 72
Volumen (ml) 120ml 120ml 120ml 120ml
Color (blanco lechoso,
Blanco Blanco Blanco Blanco
blanco opalescente, otro)
Motilidad (%) 90% 89% 86% 83%
) 64% N 61% N 59% N 58% N
Morfologia (% de cada
9% CL 11% CL | 13% CL | 12% CL
categoria)
27% GD | 28% GD | 28% GD | 30% GD
Concentracion . . . .
22 x 10" | 21x10 19x 10 16 x 10

(espermatozoide por ml)

Integridad de membrana (%)

78%

77%

74%

71%

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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FICHA DE LABORATORIO.

LECTURA DE EVALUACION SEMINAL (DILUTOR A)

IDENTIFICACION DEL ANIMAL: YY- CA

RAZA DEL ANIMAL: Yorkshire

OBSERVACIONES: Muestra 1

FECHA Y HORA OBTENCION MUESTRA: 03/07/2012 9:45am

(espermatozoide por ml)

y HORA HORA HORA
PARAMETRO HORA O
24 48 72
Volumen (ml) 120ml 120ml 120ml 120ml
Color (blanco lechoso,
Blanco Blanco Blanco Blanco
blanco opalescente, otro)
Motilidad (%) 95% 90% 88% 85%
] 82% N
Morfologia (% de cada 95% N
100% N | 100% N 9% CL
categoria) 5% GD
9% GD
Concentracion . . . .
21x10° | 20x 10 18x 10" | 21x 10

Integridad de membrana (%)

80%

75%

70%

60%

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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FICHA DE LABORATORIO.

LECTURA DE EVALUACION SEMINAL (DILUTOR B)

IDENTIFICACION DEL ANIMAL: YY- CA

RAZA DEL ANIMAL: Yorkshire

OBSERVACIONES: Muestra 1

FECHA Y HORA OBTENCION MUESTRA: 03/07/2012 9:45am

HORA HORA HORA
24 48 72

PARAMETRO HORA 0

Volumen (ml) 120ml 120ml 120ml 120ml

Color (blanco lechoso,
Blanco Blanco Blanco Blanco
blanco opalescente, otro)

Motilidad (%) 95% 88% 85% 83%
80% N
] 88% N
Morfologia (% de cada 4% CL
) 100% N [ 100% N 6% CL
categoria) 8% GD
6% GD
8% GP

Concentracion ; ; ; ;
_ 21x10° | 18x 10 15x 10" | 24x 10
(espermatozoide por ml)

Integridad de membrana (%) 80% 70% 63% 54%

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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FICHA DE LABORATORIO.

LECTURA DE EVALUACION SEMINAL (DILUTOR A)

IDENTIFICACION DEL ANIMAL: YY- CA

RAZA DEL ANIMAL: Yorkshire

OBSERVACIONES: Muestra 2

FECHA Y HORA OBTENCION MUESTRA: 09/07/2012 9:45am
i HORA HORA HORA
PARAMETRO HORA O
24 48 72
Volumen (ml) 120ml 120ml 120ml 120ml
Color (blanco lechoso,
Blanco Blanco Blanco Blanco
blanco opalescente, otro)
Motilidad (%) 98% 97% 95% 92%
) 90% N 82% N 73% N
Morfologia (% de cada
100% N [ 6% GP 6% CL 20% CL
categoria)
5% GD | 12% GD | 7% GD
Concentracion . . . .
_ 21x10° | 20x 10 17 x 10 15x 10
(espermatozoide por ml)
Integridad de membrana (%) 79% 78% 75% 72%

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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FICHA DE LABORATORIO.

LECTURA DE EVALUACION SEMINAL (DILUTOR B)

IDENTIFICACION DEL ANIMAL: YY- CA

RAZA DEL ANIMAL: Yorkshire

OBSERVACIONES: Muestra 2

FECHA Y HORA OBTENCION MUESTRA: 09/07/2012 9:45am
y HORA HORA HORA
PARAMETRO HORA O
24 48 72
Volumen (ml) 120ml 120ml 120ml 120ml
Color (blanco lechoso,
Blanco Blanco Blanco Blanco
blanco opalescente, otro)
Motilidad (%) 98% 95% 93% 90%
) 81% N 72% N
Morfologia (% de cada 94% N
100% N 13% CL | 14% CL
categoria) 6% GD
6% GD | 14% GD
Concentracion . . . .
_ 21x10° | 17x 10 15x 10 14 x 10
(espermatozoide por ml)
Integridad de membrana (%) 79% 76% 74% 70%

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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FICHA DE LABORATORIO.

LECTURA DE EVALUACION SEMINAL (DILUTOR A)

IDENTIFICACION DEL ANIMAL: YY- CA

RAZA DEL ANIMAL: Yorkshire

OBSERVACIONES: Muestra 3

FECHA Y HORA OBTENCION MUESTRA: 21/08/2012 9:45am
y HORA HORA HORA
PARAMETRO HORA O
24 48 72
Volumen (ml) 120ml 120ml 120ml 120ml
Color (blanco lechoso,
Blanco Blanco Blanco Blanco
blanco opalescente, otro)
Motilidad (%) 98% 96% 95% 92%
) 88% N 79% N
Morfologia (% de cada 94% N
100% N 6% CL 14% CL
categoria) 6% CL
6% GD 7% GD
Concentracion . . . .
_ 20x10° | 17x 10 15x 10 14 x 10
(espermatozoide por ml)
Integridad de membrana (%) 82% 79% 78% 76%

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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FICHA DE LABORATORIO.

LECTURA DE EVALUACION SEMINAL (DILUTOR B)

IDENTIFICACION DEL ANIMAL: YY- CA

RAZA DEL ANIMAL: Yorkshire

OBSERVACIONES: Muestra 3

FECHA Y HORA OBTENCION MUESTRA: 21/08/2012 9:45am

y HORA HORA HORA
PARAMETRO HORA O
24 48 72
Volumen (ml) 120ml 120ml 120ml 120ml
Color (blanco lechoso,
Blanco Blanco Blanco Blanco
blanco opalescente, otro)
Motilidad (%) 98% 95% 92% 89%
) 82% N 80% N
Morfologia (% de cada 94% N
100% N 6% CL 10% CL
categoria) 6% CL
12% GD | 10% GD
Concentracion . . . .
_ 20x10° | 16x 10 13x 10 10x 10
(espermatozoide por ml)
Integridad de membrana (%) 82% 78% 74% 70%

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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FICHA DE LABORATORIO.

LECTURA DE EVALUACION SEMINAL (DILUTOR A)

IDENTIFICACION DEL ANIMAL: YY- CA

RAZA DEL ANIMAL: Yorkshire

OBSERVACIONES: Muestra 4

FECHA Y HORA OBTENCION MUESTRA: 27/08/2012 10:00am
y HORA HORA HORA
PARAMETRO HORA O
24 48 72
Volumen (ml) 130ml 130ml 130ml 130ml
Color (blanco lechoso,
Blanco Blanco Blanco Blanco
blanco opalescente, otro)
Motilidad (%) 95% 92% 89% 87%
] 82% N
Morfologia (% de cada 90% N
100% N | 100% N 12% CL
categoria) 10% CL
6% GD
Concentracion . . . .
25x10° | 23x 10 19 x 10 16 x 10

(espermatozoide por ml)

Integridad de membrana (%)

82%

79%

75%

73%

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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FICHA DE LABORATORIO.

LECTURA DE EVALUACION SEMINAL (DILUTOR B)

IDENTIFICACION DEL ANIMAL: YY- CA

RAZA DEL ANIMAL: Yorkshire

OBSERVACIONES: Muestra 4

FECHA Y HORA OBTENCION MUESTRA: 27/08/2012 10:00am

(espermatozoide por ml)

y HORA HORA HORA
PARAMETRO HORA O
24 48 72
Volumen (ml) 130ml 130ml 130ml 130ml
Color (blanco lechoso,
Blanco Blanco Blanco Blanco
blanco opalescente, otro)
Motilidad (%) 95% 92% 89% 87%
] 88% N
Morfologia (% de cada 95% N
100% N | 100% N 6% CL
categoria) 5% CL
6% GD
Concentracion . . . .
25x10° | 21x 10 18 x 10 15x 10

Integridad de membrana (%)

80%

76%

69%

66%

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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FICHA DE LABORATORIO.

LECTURA DE EVALUACION SEMINAL (DILUTOR A)

IDENTIFICACION DEL ANIMAL: YY- CA

RAZA DEL ANIMAL: Yorkshire

OBSERVACIONES: Muestra 5

FECHA Y HORA OBTENCION MUESTRA: 03/09/2012 9:00am
y HORA HORA HORA
PARAMETRO HORA O
24 48 72
Volumen (ml) 120ml 120ml 120ml 120ml
Color (blanco lechoso,
Blanco Blanco Blanco Blanco
blanco opalescente, otro)
Motilidad (%) 98% 95% 92% 90%
Morfologia (% de cada 94% N 90% N
) 100% N [ 100% N
categoria) 6% GD | 10% CL
Concentracion ; . . .
: 29x10° | 25x 10 17 x 10 15x 10
(espermatozoide por ml)
Integridad de membrana (%) 85% 83% 80% 78%

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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FICHA DE LABORATORIO.

LECTURA DE EVALUACION SEMINAL (DILUTOR B)

IDENTIFICACION DEL ANIMAL: YY- CA

RAZA DEL ANIMAL: Yorkshire

OBSERVACIONES: Muestra 5

FECHA Y HORA OBTENCION MUESTRA: 03/09/2012 9:00am
y HORA HORA HORA
PARAMETRO HORA O
24 48 72
Volumen (ml) 120ml 120ml 120ml 120ml
Color (blanco lechoso,
Blanco Blanco Blanco Blanco
blanco opalescente, otro)
Motilidad (%) 98% 95% 92% 90%
Morfologia (% de cada 90% N 88% N
) 100% N [ 100% N
categoria) 10% CL | 12% CL
Concentracion ; . . .
: 29x10° | 23x10 15x 10 13 x 10
(espermatozoide por ml)
Integridad de membrana (%) 85% 82% 79% 75%

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
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8.2. Fotos
Fotoll
Motilidad Espermética
Foto 12
Concentracion y Morfologia en la Cadmara de Burker
Cola en
Latigo

Normal
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Foto 13
Integridad de Membrana

Normal

Anormal

Foto 14
Laboratorio
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Foto 15
Sustancia Hiposmética

Foto 16
Ficha para el andlisis en la Camara de Burker
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8.3. Anélisis estadistico.

ARREGLO FACTORIAL SEMEN PORCINO

Obs R D H V M C I

1 1 1 1 80 95 24 60
2 1 1 1 9 80 39 72
3 1 1 1 60 85 18 70
4 1 1 1 60 98 26 85
5 1 1 1 60 90 22 78
6 1 1 2 80 80 21 57
7 1 1 2 90 80 10 70
8 1 1 2 60 80 15 68
9 1 1 2 60 95 19 75
10 1 1 2 60 88 20 75
117 1 1 3 80 75 16 55
12 1 1 3 90 75 11 65
13 1 1 3 60 87 12 65
14 1 1 3 60 87 18 72
15 1 1 3 60 87 17 72
16 1 1 4 80 90 10 50
17 1 1 4 90 70 10 62
18 1 1 4 60 70 10 62
19 1 1 4 60 8 18 71
20 1 1 4 60 8 1571
21 1 2 1 80 95 24 60
22 1 2 1 90 80 39 72
23 1 2 1 60 8 18 70
24 1 2 1 60 98 26 85
25 1 2 1 60 9 22 78
26 1 2 2 80 90 16 60
27 1 2 2 90 78 13 65
28 1 2 2 60 80 13 65
29 1 2 2 60 9 1379
30 1 2 2 60 89 21 77
31 1 2 3 80 9 17 57
32 1 2 3 90 75 11 62
33 1 2 3 60 75 7 62
34 1 2 3 60 90 13 75
35 1 2 3 60 8 19 74
36 1 2 4 80 88 14 53
37 1 2 4 9 70 14 60
38 1 2 4 60 70 6 60
39 1 2 4 60 8 1171
40 1 2 4 60 83 16 71
41 2 1 1 60 9 21 80
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42 2 1 1 60 98 21 79
43 2 1 1 60 98 20 82
4 2 1 1 65 95 25 82
45 2 1 1 60 98 29 85
46 2 1 2 60 90 20 75
47 2 1 2 60 97 20 78
48 2 1 2 60 96 17 79
49 2 1 2 65 92 2379
50 2 1 2 60 95 25 83
51 2 1 3 60 88 18 70
52 2 1 3 60 95 17 75
53 2 1 3 60 95 15 78
54 2 1 3 65 89 19 75
55 2 1 3 60 92 17 80
56 2 1 4 60 85 21 60
57 2 1 4 60 92 15 72
58 2 1 4 60 92 14 76
59 2 1 4 65 87 16 73
60 2 1 4 60 90 15 78
61 2 2 1 60 95 21 80
62 2 2 1 60 98 21 79
63 2 2 1 60 98 20 82
64 2 2 1 65 95 25 82
65 2 2 1 60 98 29 85
6 2 2 2 60 88 18 70
67 2 2 2 60 95 17 76
68 2 2 2 60 95 16 78
60 2 2 2 65 90 21 76
70 2 2 2 60 94 23 82
71 2 2 3 60 85 15 63
72 2 2 3 60 93 15 74
73 2 2 3 60 92 13 74
74 2 2 3 65 87 18 69
75 2 2 3 60 90 15 79
76 2 2 4 60 83 24 54
77 2 2 4 60 90 14 70
78 2 2 4 60 89 10 70
79 2 2 4 65 85 15 66
80 2 2 4 60 89 13 75
ARREGLO FACTORIAL SEMEN PORCINO
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The GLM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values
R 2 12

D 2 12

H 4 1234

Number of observations 80
ARREGLO FACTORIAL SEMEN PORCINO

The GLM Procedure

Dependent Variable: V

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 12 1620.000000  135.000000 1.38 0.1981
Error 67 6560.000000 97.910448
Corrected Total 79 8180.000000

R-Square Coeff Var  Root MSE V Mean

0.198044  15.10683  9.894971  65.50000

Source DF Type ISS Mean Square F Value Pr>F
R 1 1620.000000 1620.000000 16.55 0.0001
D 1 0.000000 0.000000 0.00 1.0000

H 3 0.000000 0.000000 0.00 1.0000

R*D 1 0.000000 0.000000 0.00 1.0000

R*H 3 0.000000 0.000000 0.00 1.0000

D*H 3 0.000000 0.000000 0.00 1.0000
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Source DF TypelllSS Mean Square F Value Pr>F
R 1 1620.000000 1620.000000 16.55 0.0001
D 1 0.000000 0.000000 0.00 1.0000
H 3 0.000000 0.000000  0.00 1.0000
R*D 1 0.000000 0.000000 0.00 1.0000
R*H 3 0.000000 0.000000 0.00 1.0000
D*H 3 0.000000 0.000000 0.00 1.0000

ARREGLO FACTORIAL SEMEN PORCINO
The GLM Procedure

Dependent Variable: M

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 12 2161.750000  180.145833 554 <.0001
Error 67 2179.437500 32.528918
Corrected Total 79 4341.187500

R-Square Coeff Var Root MSE M Mean

0.497963  6.458217 5.703413  88.31250

Source DF Type|SS Mean Square F Value Pr>F
R 1 1209.012500 1209.012500 37.17 <.0001
D 1 3.612500 3.612500 0.11 0.7400

H 3 917.937500 305.979167 9.41 <.0001
R*D 1 23.112500 23.112500 0.71 0.4023
R*H 3 3.137500 1.045833 0.03 0.9922

D*H 3 4.937500 1.645833 0.05 0.9848
Source DF Typelll SS Mean Square F Value Pr>F
R 1 1209.012500 1209.012500 37.17 <.0001
D 1 3.612500 3.612500 0.11 0.7400

H 3 917.937500 305.979167 9.41 <.0001
R*D 1 23.112500 23.112500 0.71 0.4023
R*H 3 3.137500 1.045833 0.03 0.9922

D*H 3 4.937500 1.645833 0.05 0.9848
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ARREGLO FACTORIAL SEMEN PORCINO
The GLM Procedure

Dependent Variable: C

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 12 1541.150000 128.429167 6.99 <.0001
Error 67 1231.537500 18.381157
Corrected Total 79 2772.687500

R-Square Coeff Var  Root MSE C Mean

0.555833 23.90146  4.287325  17.93750

Source DF Type|SS Mean Square F Value Pr>F
R 1 56.112500 56.112500 3.05 0.0852

D 1 23.112500 23.112500 1.26 0.2661

H 3 1319.237500  439.745833 23.92 <.0001
R*D 1 0.612500 0.612500 0.03 0.8557

R*H 3 130.237500 43.412500 236 0.0791
D*H 3 11.837500 3.945833 0.21 0.8859
Source DF TypelllSS Mean Square F Value Pr>F
R 1 56.112500 56.112500 3.05 0.0852

D 1 23.112500 23.112500 1.26 0.2661

H 3 1319.237500  439.745833 23.92 <.0001
R*D 1 0.612500 0.612500 0.03 0.8557

R*H 3 130.237500 43.412500 2.36 0.0791
D*H 3 11.837500 3.945833 0.21 0.8859

ARREGLO FACTORIAL SEMEN PORCINO
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The GLM Procedure

Dependent Variable: |

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 12 2674.250000 222.854167  4.96 <.0001
Error 67 3007.300000  44.885075
Corrected Total 79 5681.550000
R-Square Coeff Var Root MSE | Mean

0.470690 9.347237  6.699632  71.67500

Source DF Type | SS Mean Square F Value Pr>F
R 1 1216.800000 1216.800000 27.11 <.0001
D 1 36.450000 36.450000 0.81 0.3707

H 3 1347.850000  449.283333 10.01 <.0001
R*D 1 39.200000 39.200000 0.87 0.3534
R*H 3 16.900000 5.633333 0.13 0.9447

D*H 3 17.050000 5.683333 0.13 0.9440
Source DF Typelll SS Mean Square FValue Pr>F
R 1 1216.800000 1216.800000 27.11 <.0001
D 1 36.450000 36.450000 0.81 0.3707

H 3 1347.850000 449.283333 10.01 <.0001
R*D 1 39.200000 39.200000 0.87 0.3534
R*H 3 16.900000 5.633333 0.13 0.9447

D*H 3 17.050000 5.683333 0.13 0.9440

ARREGLO FACTORIAL SEMEN PORCINO
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The GLM Procedure
Least Squares Means

HO:LSMeanl=
Standard HO:LSMEAN=0 LSMean?2
R V LSMEAN Error Pr > |t| Pr> |t|
1 70.0000000 1.5645323 <.0001 0.0001
2 61.0000000 1.5645323 <.0001
HO:LSMeanl=
Standard HO:LSMEAN=0 LSMean?2
R M LSMEAN Error Pr> |t| Pr > |t|
1 84.4250000 0.9017887 <.0001 <.0001
2 92.2000000 0.9017887 <.0001
HO:LSMeanl=
Standard HO:LSMEAN=0 LSMean?2
R C LSMEAN Error Pr> |t| Pr> |t|
1 17.1000000 0.6778856 <.0001 0.0852
2 18.7750000 0.6778856 <.0001
HO:LSMeanl=
Standard HO:LSMEAN=0 LSMean?2
R | LSMEAN Error Pr > |t Pr> [t
1 67.7750000 1.0593049 <.0001 <.0001
2 75.5750000 1.0593049 <.0001
HO:LSMeanl=
Standard HO:LSMEAN=0 LSMean?2
D V LSMEAN Error Pr>|t| Pr > |t|
1 65.5000000 1.5645323 <.0001 1.0000
2 65.5000000 1.5645323 <.0001
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HO:LSMeanl=
Standard HO:LSMEAN=0 LSMean?2
D M LSMEAN Error Pr> |t Pr > |t|

1  88.5250000 0.9017887 <.0001 0.7400
2  88.1000000 0.9017887 <.0001
ARREGLO FACTORIAL SEMEN PORCINO

The GLM Procedure
Least Squares Means

HO:LSMeanl=
Standard HO:LSMEAN=0 LSMean?2
D C LSMEAN Error Pr> |t| Pr> [t

18.4750000 0.6778856 <.0001 0.2661
17.4000000 0.6778856 <.0001

N -

HO:LSMeanl=
Standard HO:LSMEAN=0 LSMean?2
D | LSMEAN Error Pr > |t Pr> [t

72.3500000 1.0593049 <.0001 0.3707
71.0000000 1.0593049 <.0001

N -

Standard LSMEAN
V LSMEAN Error Pr>|t|  Number

T

65.5000000 2.2125827  <.0001
65.5000000 2.2125827  <.0001
65.5000000 2.2125827  <.0001
65.5000000 2.2125827  <.0001

A WDNPF
A OWNPR

Least Squares Means for effect H
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)

Dependent Variable: V
i/ 1 2 3 4
1.0000 1.0000 1.0000
1.0000 1.0000 1.0000

1.0000 1.0000 1.0000
1.0000 1.0000 1.0000

A WNPEF
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Standard LSMEAN
H M LSMEAN Error Pr>|tf Number
1 93.2000000 1.2753219 <.0001 1
2  89.3500000 1.2753219 <.0001 2
3 86.6500000 1.2753219 <.0001 3
4  84.0500000 1.2753219 <.0001 4
ARREGLO FACTORIAL SEMEN PORCINO
The GLM Procedure
Least Squares Means
Least Squares Means for effect H
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean())
Dependent Variable: M

i/ 1 2 3 4

1 0.0365 0.0005 <.0001

2 0.0365 0.1391 0.0045

3 0.0005 0.1391 0.1541

4 <.0001 0.0045 0.1541

Standard LSMEAN
H C LSMEAN Error Pr>|t| Number
1  24.5000000 0.9586750 <.0001 X
2 18.0500000 0.9586750 <.0001 2
3 15.1500000 0.9586750 <.0001 3
4  14.0500000 0.9586750  <.0001 4
Least Squares Means for effect H
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)
Dependent Variable: C

i/ 1 2 3 4

1 <.0001 <.0001 <.0001

2 <.0001 0.0361 0.0044

3 <.0001 0.0361 0.4200

4 <.0001 0.0044 0.4200
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Standard LSMEAN
H | LSMEAN Error Pr>|tf  Number

77.3000000 1.4980834 <.0001
73.3500000 1.4980834  <.0001
69.8000000 1.4980834 <.0001
66.2500000 1.4980834 <.0001

A WDNPF
A WNPF

ARREGLO FACTORIAL SEMEN PORCINO

The GLM Procedure
Least Squares Means

Least Squares Means for effect H
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)

Dependent Variable: |

i 1 2 3 4
1 0.0666  0.0007  <.0001
2 0.0666 0.0985  0.0013
3 00007  0.0985 0.0985
4 <0001  0.0013  0.0985

NOTE: To ensure overall protection level, only probabilities associated with pre-

planned
comparisons should be used.

Standard LSMEAN
R D V LSMEAN Error Pr>|t|  Number

70.0000000 2.2125827  <.0001
70.0000000 2.2125827  <.0001
61.0000000 2.2125827  <.0001
61.0000000 2.2125827  <.0001

NNPEFP P
NFEDNPEF
A wWNBE
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Least Squares Means for effect R*D
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean())

Dependent Variable: V

il 1 2 3 4
1 1.0000 0.0054 0.0054
2 1.0000 0.0054 0.0054
3 0.0054 0.0054 1.0000
4 0.0054 0.0054 1.0000
Standard LSMEAN
R D M LSMEAN Error Pr>|t| Number
1 1 84.1000000 1.2753219 <.0001 1
1 2 84.7500000 1.2753219 <.0001 2
2 1 92.9500000 1.2753219 <.0001 3
2 2 91.4500000 1.2753219 <.0001 4
ARREGLO FACTORIAL SEMEN PORCINO
The GLM Procedure
Least Squares Means
Least Squares Means for effect R*D
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)
Dependent Variable: M
i/j 1 2 3 4
1 0.7197 <.0001 0.0001
2 0.7197 <.0001 0.0004
3 <.0001 <.0001 0.4085
4 0.0001 0.0004 0.4085
Standard LSMEAN
R D C LSMEAN Error Pr>|t|  Number
1 1 17.5500000 0.9586750 <.0001 1
1 2 16.6500000 0.9586750 <.0001 2
2 1 19.4000000 0.9586750 <.0001 3
2 2 18.1500000 0.9586750 <.0001 4
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Least Squares Means for effect R*D
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean())

Dependent Variable: C

il 1 2 3 4
1 0.5091 0.1770 0.6595
2 0.5091 0.0465 0.2725
3 0.1770 0.0465 0.3598
4 0.6595 0.2725 0.3598
Standard LSMEAN
R D | LSMEAN Error Pr>|t| Number
1 1 67.7500000 1.4980834  <.0001 1
1 2 67.8000000 1.4980834  <.0001 2
2 1 76.9500000 1.4980834  <.0001 3
2 2 74.2000000 1.4980834 <.0001 4

ARREGLO FACTORIAL SEMEN PORCINO

The GLM Procedure
Least Squares Means

Least Squares Means for effect R*D
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean())

Dependent Variable: |

i 1 2 3 4
1 0.9812  <.0001  0.0033
2 0.9812 <0001  0.0036
3 <0001  <.0001 0.1987
4 00033  0.0036  0.1987

NOTE: To ensure overall protection level, only probabilities associated with pre-
planned
comparisons should be used.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE

CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Standard LSMEAN
R H V LSMEAN Error Pr>|tf Number
1 1 70.0000000 3.1290645 <.0001 1
1 2 70.0000000 3.1290645 <.0001 2
1 3 70.0000000 3.1290645 <.0001 3
1 4 70.0000000 3.1290645 <.0001 4
2 1 61.0000000 3.1290645 <.0001 5
2 2 61.0000000 3.1290645 <.0001 6
2 3 61.0000000 3.1290645 <.0001 7
2 4 61.0000000 3.1290645 <.0001 8

Least Squares Means for effect R*H

Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)

Dependent Variable: V

i/ 1 2 3 4 5 6 7 8
1 1.0000 1.0000 1.0000 0.0459 0.0459 0.0459 0.0459
2 1.0000 1.0000 1.0000 0.0459 0.0459 0.0459 0.0459
3 1.0000 1.0000 1.0000 0.0459 0.0459 0.0459 0.0459
4 1.0000 1.0000 1.0000 0.0459 0.0459 0.0459 0.0459
5 0.0459 0.0459 0.0459 0.0459 1.0000 1.0000 1.0000
6 0.0459 0.0459 0.0459 0.0459 1.0000 1.0000 1.0000
7 0.0459 0.0459 0.0459 0.0459 1.0000 1.0000 1.0000
8 0.0459 0.0459 0.0459 0.0459 1.0000 1.0000 1.0000
ARREGLO FACTORIAL SEMEN PORCINO
The GLM Procedure
Least Squares Means

Standard LSMEAN
R H M LSMEAN Error Pr>|tf  Number
1 1 89.6000000 1.8035775 <.0001 1
1 2 85.5000000 1.8035775  <.0001 2
1 3 82.7000000 1.8035775 <.0001 3
1 4 79.9000000 1.8035775  <.0001 4
2 1 96.8000000 1.8035775 <.0001 5
2 2 93.2000000 1.8035775  <.0001 6
2 3 90.6000000 1.8035775 <.0001 7
2 4 88.2000000 1.8035775  <.0001 8
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Least Squares Means for effect R*H
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)

Dependent Variable: M

il 1 2 3 4 5 6 7 8

1 0.1127 0.0086 0.0003 0.0063 0.1628 0.6963 0.5849
2 0.1127 0.2762 0.0316 <.0001 0.0036 0.0496 0.2936
3 0.0086 0.2762 0.2762 <.0001 0.0001 0.0029 0.0347
4 0.0003 0.0316 0.2762 <.0001 <.0001 <.0001 0.0018
5 0.0063 <.0001 <.0001 <.0001 0.1628 0.0178 0.0012
6 0.1628 0.0036 0.0001 <.0001 0.1628 0.3117 0.0541
7 0.6963 0.0496 0.0029 <.0001 0.0178 0.3117 0.3501
8 0.5849 0.2936 0.0347 0.0018 0.0012 0.0541 0.3501

Standard LSMEAN
R H C LSMEAN Error Pr>|tf  Number

25.8000000 1.3557712  <.0001
16.1000000 1.3557712  <.0001
14.1000000 1.3557712  <.0001
12.4000000 1.3557712  <.0001
23.2000000 1.3557712  <.0001
20.0000000 1.3557712  <.0001
16.2000000 1.3557712 <.0001
15.7000000 1.3557712  <.0001
RREGLO FACTORIAL SEMEN PORCINO

o~NOoO O WNBE

1
2
3
4
1
2
3
4

The GLM Procedure
Least Squares Means
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Least Squares Means for effect R*H
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean())

Dependent Variable: C

i/ 1 2 3 4 5 6 7 8
1 <.0001 <.0001 <.0001 0.1796 0.0035 <.0001 <.0001
2 <.0001 0.3006 0.0579 0.0004 0.0459 0.9586 0.8354
3 <.0001 0.3006 0.3784 <.0001 0.0030 0.2773 0.4070
4 <0001 0.0579 0.3784 <.0001 0.0002 0.0516 0.0898
5 0.1796 0.0004 <.0001 <.0001 0.0998 0.0005 0.0002
6 0.0035 0.0459 0.0030 0.0002 0.0998 0.0516 0.0282
7 <0001 0.9586 0.2773 0.0516 0.0005 0.0516 0.7951
8 <.0001 0.8354 0.4070 0.0898 0.0002 0.0282 0.7951
Standard LSMEAN
R H | LSMEAN Error Pr>|tf  Number
1 1 73.0000000 2.1186098 <.0001 1
1 2 69.1000000 2.1186098 <.0001 2
1 3 65.9000000 2.1186098 <.0001 3
1 4 63.1000000 2.1186098 <.0001 4
2 1 81.6000000 2.1186098 <.0001 5
2 2 77.6000000 2.1186098 <.0001 6
2 3 73.7000000 2.1186098 <.0001 7
2 4 69.4000000 2.1186098 <.0001 8
Least Squares Means for effect R*H
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)
Dependent Variable: |
il 1 2 3 4 5 6 7 8
1 0.1975 0.0207 0.0015 0.0055 0.1294 0.8160 0.2338
2 0.1975 0.2893 0.0493 <.0001 0.0060 0.1294 0.9205
3 0.0207 0.2893 0.3534 <.0001 0.0002 0.0114 0.2469
4 0.0015 0.0493 0.3534 <.0001 <.0001 0.0007 0.0393
5 0.0055 <.0001 <.0001 <.0001 0.1864 0.0104 0.0001
6 0.1294 0.0060 0.0002 <.0001 0.1864 0.1975 0.0079
7 08160 0.1294 0.0114 0.0007 0.0104 0.1975 0.1559
8 0.2338 0.9205 0.2469 0.0393 0.0001 0.0079 0.155

NOTE: To ensure overall protection level, only probabilities associated with pre-
planned
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Standard LSMEAN
D H V LSMEAN Error Pr>|t| Number
1 1 65.5000000 3.1290645 <.0001 1
1 2 65.5000000 3.1290645 <.0001 2
1 3 65.5000000 3.1290645 <.0001 3
1 4 65.5000000 3.1290645 <.0001 4
2 1 65.5000000 3.1290645 <.0001 5
2 2 65.5000000 3.1290645 <.0001 6
2 3 65.5000000 3.1290645 <.0001 7
2 4 65.5000000 3.1290645 <.0001 8
Least Squares Means for effect D*H
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)
Dependent Variable: V
il 1 2 3 4 5 6 7 8
1 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
2 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
3 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
4 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
5 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
6 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
7 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
8 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
Standard LSMEAN
D H M LSMEAN Error Pr>|t|  Number
1 1 93.2000000 1.8035775  <.0001 1
1 2 89.3000000 1.8035775  <.0001 2
1 3 87.0000000 1.8035775  <.0001 3
1 4 84.6000000 1.8035775  <.0001 4
2 1 93.2000000 1.8035775 <.0001 5
2 2 89.4000000 1.8035775  <.0001 6
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2 3 86.3000000 1.8035775 <.0001 7
2 4 835000000 1.8035775 <.0001 8

ARREGLO FACTORIAL SEMEN PORCINO

The GLM Procedure
Least Squares Means

Least Squares Means for effect D*H
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)

Dependent Variable: M

i/ 1 2 3 4 5 6 7 8
1 0.1310 0.0178 0.0012 1.0000 0.1410 0.0086 0.0003
2 0.1310 0.3704 0.0698 0.1310 0.9688 0.2437 0.0262
3 0.0178 0.3704 0.3501 0.0178 0.3501 0.7846 0.1746
4 0.0012 0.0698 0.3501 0.0012 0.0642 0.5074 0.6677
5 1.0000 0.1310 0.0178 0.0012 0.1410 0.0086 0.0003
6 0.1410 0.9688 0.3501 0.0642 0.1410 0.2285 0.0238
7 0.0086 0.2437 0.7846 0.5074 0.0086 0.2285 0.2762
8 0.0003 0.0262 0.1746 0.6677 0.0003 0.0238 0.2762
Standard LSMEAN
D H C LSMEAN Error Pr>|t| Number
1 1 24.5000000 1.3557712  <.0001 1
1 2 19.0000000 1.3557712 <.0001 2
1 3 16.0000000 1.3557712  <.0001 3
1 4 14.4000000 1.3557712 <.0001 4
2 1 245000000 1.3557712 <.0001 5
2 2 17.1000000 1.3557712 <.0001 6
2 3 14.3000000 1.3557712 <.0001 7
2 4 13.7000000 1.3557712 <.0001 8
Least Squares Means for effect D*H
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean())
Dependent Variable: C
i/ 1 2 3 4 5 6 7 8
1 0.0055 <.0001 <.0001 1.0000 0.0003 <.0001 <.0001
2 0.0055 0.1224 0.0192 0.0055 0.3253 0.0168 0.0074
3 <0001 0.1224 0.4070 <.0001 0.5681 0.3784 0.2345
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4 <0001 00192 0.4070 <0001 0.1637 09586 0.7162
5 10000 00055 <0001 <.0001 0.0003 <0001 <0001
6 00003 03253 05681 01637 0.0003 0.1489 0.0807
7 <0001 00168 03784 009586 <0001 0.1489 0.7553
8 <0001 00074 02345 07162 <0001 00807 0.7553

ARREGLO FACTORIAL SEMEN PORCINO

The GLM Procedure
Least Squares Means

Standard LSMEAN
D H | LSMEAN Error Pr>|tf  Number
1 1 77.3000000 2.1186098 <.0001 1
1 2 73.9000000 2.1186098 <.0001 2
1 3 70.7000000 2.1186098 <.0001 3
1 4 67.5000000 2.1186098  <.0001 4
2 1 77.3000000 2.1186098 <.0001 5
2 2 72.8000000 2.1186098  <.0001 6
2 3 68.9000000 2.1186098 <.0001 i
2 4 65.0000000 2.1186098  <.0001 8

Least Squares Means for effect D*H

Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)

Dependent Variable: |

i/ 1 2 3 4 5 6 7 8
1 0.2605 0.0311 0.0017 1.0000 0.1378 0.0066 0.0001
2 0.2605 0.2893 0.0363 0.2605 0.7147 0.0998 0.0041
3 0.0311 0.2893 0.2893 0.0311 0.4858 0.5500 0.0614
4 0.0017 0.0363 0.2893 0.0017 0.0815 0.6418 0.4070
5 1.0000 0.2605 0.0311 0.0017 0.1378 0.0066 0.0001
6 0.1378 0.7147 0.4858 0.0815 0.1378 0.1975 0.0114
7 0.0066 0.0998 0.5500 0.6418 0.0066 0.1975 0.1975
8 0.0001 0.0041 0.0614 0.4070 0.0001 0.0114 0.1975

NOTE: To ensure overall protection level, only probabilities associated with pre-
planned comparisons should be used
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