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RESUMEN

La termorresistencia espermatica es una evaluacion préctica, para poder determinar
la calidad, mortalidad e integridad de los espermatozoides, sometidos a distintas
temperaturas expuestas durante el proceso de conservacién y manipulacion de
semen preservado hasta el momento de realizar la Inseminacion Artificial (1A). Con
el objetivode evaluar la calidad y termo resistencia espermatica en semen diluido
de porcino mediante Analisis Espermatico Asistido por Computadora (CASA) se
analizaron 5 colectas de semen, de cada uno de los 2 genotipos de verracos a
estudiados (Landrace yLarge White), del total de sachets diluidos se muestrearon 3
sachets por cada colecta y genotipo, haciendo un total de 30 repeticiones o unidades
experimentales de semen fresco preservado, los sachets fueron sometidos a tres
temperaturas de conservacion; menor a la 6ptima (<16 °C), temperatura Optima (16
a 18 °C) y mayor a la 6ptima (>18°C) y fueron contrastadas por el sistema CASA a
0, 24, 48 y 72 horas. Se realizd investigacion de nivel descriptivo con disefio
experimental bloque completamente al azar mediante un arreglo factorial. Para la
estadistica inferencial se requiri6 de ANDEVA vy la prueba de Tukey con un nivel
de significancia del 5%. Los resultados mostraron que la movilidad del semen se ve
influenciada por la temperatura, también seobserva que la movilidad del semen
preservado se ve influenciado por el tiempo de conservacion de la colecta 1 ala5,
mientras que solo se hallé influencia en la movilidadpor la interaccion de la
temperatura y el tiempo de conservacion en la colecta 2, 4 y 5; en las colectas 1y 3
la movilidad no se vio influenciada por dicha interaccion. La morfologia nominal
del semen solo se ve influenciada por la temperatura en la colectal y 5, también se
observa que la morfologia nominal del semen preservado se ve influenciado por el
tiempo de conservacion en las colectas 1, 3 y 5, mientras que no se hall6 influencia
en la morfologia nominal por la interaccién de la temperatura y el tiempo de
conservacion. La gota proximal del semen se ve influenciada por la temperatura,
tambien se observa que se ve influenciado por el tiempo de conservacion excepto
en la tercera colecta, mientras que solo se hallé influencia en la gota proximal por
lainteraccion de la temperatura y el tiempo de conservacion en las colectas 2, 4y 5;
en las colectas 1 y 3 la gota proximal no se vio influenciada por dicha interaccién
Noseobservd diferencia estadistica significativa (p>0,05) en las caracteristicas
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del semen crio preservado a la evaluacion de la termorresistencia mediante analisis
espermatico asistido por computadora (CASA), la interaccion de temperatura y
tiempode conservacion de semen conservado afecta negativamente (p<0,05) en las
caracteristicas seminales evaluadas mediante analisis espermatico asistido por

computadora

PALABRAS CLAVE: Termo resistencia, semen, porcino.
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ABSTRACT

The sperm thermoresistance is a practical evaluation, to be able to determine the
quality, mortality and integrity of the spermatozoa, subjected to different
temperatures exposed during the process of conservation and manipulation of
preserved semen until the moment of carrying out the Artificial Insemination (Al).
In order to evaluate sperm quality and thermoresistance in diluted boar semen by
Computer Assisted Sperm Analysis (CASA), 5 semen collections were analyzed
from each of the 2 boar genotypesstudied (Landrace and Large White). Of the total
number of diluted sachets, 3 sachets were sampled for each collection and genotype,
making a total of 30 repetitions or experimental units of fresh preserved semen. The
sachets were subjected to three storagetemperatures; less than optimal (<16 °C),
optimal temperature (16 to 18 °C) and greaterthan optimal (>18 °C) and were
contrasted by the CASA system at 0, 24, 48 and 72 hours. A descriptive level
research was carried out with a completely randomized blockexperimental design
through a factorial arrangement. For inferential statistics, ANOVAand Tukey's test
were required with a significance level of 5%. The results showed thatthe mobility
of semen is influenced by temperature, it is also observed that the mobilityof
preserved semen is influenced by the conservation time of collection 1 to 5, while
only influence was found in mobility by the interaction of temperature and storage
timein collection 2, 4 and 5; in collections 1 and 3, mobility was not influenced by
this interaction. The nominal morphology of the semen is only influenced by the
temperaturein collections 1 and 5, it is also observed that the nominal morphology
of the preservedsemen is influenced by the conservation time in collections 1, 3 and
5, while it is not observed. found influence on the nominal morphology by the
interaction of temperature and storage time. The proximal drop of semen is
influenced by temperature, it is also observed that it is influenced by storage time
except in the third collection, while influence was only found in the proximal drop
by the interaction of temperature and storage time. conservation in collections 2, 4
and 5; in collections 1 and 3 the proximaldrop was not influenced by this
interaction, No statistically significant difference (p>0.05) was observed in the
semen characteristics of cryopreserved semen to the evaluation of thermoresistance

by computer-assisted sperm analysis (CASA), the
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interaction of temperature and preservation time of preserved semen negatively

affects(p<0.05) in seminal characteristics evaluated by computer-assisted sperm

analysis

KEY WORDS: Thermo resistance, semen, pig.
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1. INTRODUCCION

1.1. Enunciado del Problema
Evaluacién de termorresistencia de semen comercial porcino mediante
Analisis Espermatico Asistido por Computadora - CASA (Computer-
Assisted Sperm Analysis).

1.2. Descripcion del problema
A pesar de que los protocolos empleados para la preservacion de semen
porcino han sufrido notables modificaciones en los ultimos afios, con el fin
de reducir el efecto deletéreo que el proceso produce sobre los
espermatozoides, para asi conseguir una mejor calidad del semen preservado,
la pérdida de viabilidad espermatica sigue siendo considerable, puesto que
Unicamente sobreviven a la preservacion en torno a un 50% (1). esto hace
pensar que es necesario un correcto manejo de las temperaturas de
conservacion durante todo el tiempo transcurrido hasta la 1A razon por la cual
es necesario realizar una prueba de termorresistenciaen semen porcino
preservado comercial evaluando en el transcurso del tiempo la calidad

seminal del mismo.

1.3. Justificacion del trabajo
1.3.1. Aspecto general
La termorresistencia espermética es una evaluacion practica, para
poder determinar la calidad, mortalidad e integridad de los
espermatozoides, sometidos a distintas temperaturas que estan
expuestos durante todo el proceso de conservacion y manipulacion de

semen preservado hasta el momento de realizar la IA.

Los porcentajes medios relativos a la integridad de la membrana
plasmatica de los espermatozoides a medida que aumenta el tiempo
de incubacién, se produce una disminucion clara de la vitalidad

espermatica (1).

La mayoria de las pruebas convencionales utilizadas de forma
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valor limitado a la hora de explicar la alta variabilidad en la resistencia
delos eyaculados de verraco (2) por ello la presente investigacion
precisa evaluar la calidad del semen expuesto a diferentes
temperaturas y tiemposa las que puede estar expuesto el semen

durante su manejo, transporte y conservacion antes de su uso en la IA.

1.3.2. Aspecto tecnoldgico.
La termorresistencia busca evaluar la calidad de semen porcino
diluido, expuesto a diferentes temperaturas y en distintos tiempos de
almacenaje para poder determinar la resistencia y calidad
espermatica. La inseminacién artificial (IA) con semen refrigerado es
la practica mas comun en la crianza y el manejo reproductivo porcino,
por lo que cualquier mejora en la misma ayudara a aumentar

significativamente su eficiencia reflejada en indices de fertilidad.

El estudio de la termorresistencia espermatica en semen preservado
de porcino servira como herramienta util para el buen manejo y
transporte espermatico con el mantenimiento de caracteristicas
seminales aptas para la aplicacion de biotecnologias reproductivas y

su repercusion de mejorasde indicadores reproductivos.

1.3.3. Aspecto social

El correcto manejo de la temperatura del semen preservado y el
conocimiento de la termorresistencia espermatica al conservar una
dosis de semen para la IA representa una gran mejora para la
produccidn y reproduccion porcina y en consecuencia parael producto,
para ello el sabery tener los parametros de la termorresistencia del
espermatozoide en el semen diluido y comercializado significa la
mejora productiva del sistemade produccion de carne porcina.

1.3.4. Aspecto econémico
El saber la termorresistencia que tiene el espermatozoide en el semen

preservado representa una mejora econémica para los productores,
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afecta directamente en la calidad de la dosis de semen, en la fertilidad
delsemen conservado y el numero de lechones nacidos impactando
directamente en los indicadores reproductivo y econdmicos del

sistema deproduccidn porcina.

1.3.5. Importancia del trabajo
La importancia de la investigacion consiste en evaluar la
termorresistenciaespermatica y con ella la funcionalidad viabilidad y
calidad del semen conservado de porcino a lo largo del tiempo de

conservacion del semen.

La termorresistencia espermatica juega un papel importante en la
evaluacion seminal, tener el conocimiento de la calidad de semen es
importante tanto para el productor como para la produccion, los
analisis ypruebas seminales nos ayudan a tener ese conocimiento ya
que brindan pardmetros que permiten tener un mejor manejo del
semen para su posterior uso en reproduccion, los analisis, pruebas y
resultados de wuna investigacion, nos permiten tener mayor
conocimiento para poder tener una mejor calidad del semen, mejor

conservacion, transporte y calidad desemen.

1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivos generales
Evaluar la calidad y termorresistencia espermética en semen diluido
de porcino mediante Analisis Espermatico Asistido por Computadora
— CASA.

1.4.2. Objetivos especificos
e Evaluacién de la calidad espermética de semen preservado
segungenotipo en temperatura menor a la 6ptima a las 0, 24, 48
y 72 horas.
e Evaluaciéon de la calidad espermatica de semen preservado
segungenotipo en temperatura 6ptima a las 0, 24, 48 y 72 horas.
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1.5. Hipdtesis
Dado que la prueba de termorresistencia de semen diluido de porcino nos
indica la capacidad de resistencia del espermatozoide expuesto a diferentes

temperaturasy tiempos de conservacion, es probable que:

Se pueda evaluar la calidad seminal en muestras de semen preservado
comercial de dos genotipos a diferentes manejos de temperatura, valorando
la termorresistencia espermatica y esperando observar una reduccién en la
calidad seminal, expuesto a mayor y menor temperatura de conservacion
indicada por vitalidad, motilidad, motilidad progresiva, grado de aglutinacion

y gota citoplasmatica.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-vs== . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE - CATOLICA

TESIS UCSM ~-Z DE SANTA MARIA

A

CAPITULO II
MARCO TEORICO
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2. MARCO TEORICO
2.1 Analisis bibliografico
2.1.1 Composicion del semen de porcino
El semen de porcino difiere al de otras especies domésticas, la
caracteristicamas destacada es el gran volumen de eyaculado que llega
a ser de entre 200y 250 ml de semen. El eyaculado se compone de
espermatozoides y plasmaseminal, el cual se encuentra constituido por
una mezcla del contenido de los ductos de la cola del epididimo y de
secreciones producidas por las glandulas sexuales accesorias, las cuales
se vacian al lumen uretral de formafraccionada y concentrada, por lo
que el eyaculado se divide en tres fracciones o porciones. En la primera
fraccion denominada pre-espermaticapredomina la secreciéon de las
glandulas uretrales, bulbo uretrales y prostata.En la segunda porcion o
“fraccion rica” es donde se encuentra la gran mayoria de los
espermatozoides y donde el fluido del epididimo en el que
originalmente son bafiados se diluye con fluido derivado de las
vesiculas seminales y de la prostata. La Gltima fraccion también
denominada post- espermatica en la cual se encuentra una menor
proporcion de espermatozoides bafiados casi en su totalidad por
secreciones provenientes de las vesiculas seminales, préstata y

glandulas bulbo uretrales (3).

El plasma seminal contiene bajas concentraciones de fructuosa y
sorbitol y a la vez un elevado contenido de &cido citrico, ergotionina e
inositol, las cuales son producidas en las vesiculas seminales. EI gel
seminal o tapioca contiene una alta concentracion de &cido sialico, lo
que refleja la funcionalidad de las glandulas bulbo uretrales, estas
contribuyen a la secrecidn acuosa que es pobre en materia organica pero

rica en cloruro de sodio (3).

Existen diversos factores que afectan la calidad espermatica del semen
de porcino, como lo son el fotoperiodo, humedad relativa, temperatura,
nutricién, manejo, raza, edad, infecciones virales, parasitarias o
bacterianasy en especifico la frecuencia con la que se colecta semen,
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ve un decremento en la concentracion espermatica, asi como un efecto

en lamotilidad y morfologia (3).

e Espermatozoides
Los espermatozoides son el producto final del proceso de la
gametogeénesis en el macho. Se trata de una célula haploide, es
decir, que tiene la mitad de cromosomas que una célula somatica y

es la portadora de la informacion genética paterna (4).

Los espermatozoides son dnicos entre las células en su forma y
funcion,maduros tienen una cabeza forma aplanada, portadora del
nacleo y una cola, que contiene el aparato necesario para la
motilidad celular. EI acrosoma o casquete acrosémico es una
estructura de doble pared, situada en la porcion anterior del ndcleo.
El cuello une a la cabeza del espermatozoide con su cola, la cual a
su vez se subdivide en lossegmentos medio, principal y caudal o
terminal; son células germinales, producto final de procesos de
desarrollo complejos y no pueden experimentar posteriores

divisiones o diferenciaciones (5).

Los gametos masculinos o espermatozoides se forman en los
tubulos seminiferos de los testiculos. El rol principal de esta célula
terminal es el transporte de un paquete, constituido por el genoma

nuclear y el centriolo, hasta el ovocito (4).

e Plasma seminal
El plasma seminal permite a los espermatozoides, su transporte
desde elsistema reproductor del macho, durante la eyaculacion,
hasta el tracto genital de la hembra. Es un fluido isoosmotico
compuesto en un 75% por agua, llevando en disolucion fructosa,
acido citrico, sorbito 1, inositol, fosfolipidos, prostaglandinas,
enzimas y proteinas, ademas de iones inorganicos como sodio,

potasio y cloro (5).
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supervivencia de las células espermaticas, cuya funcion quimica es
mantener la bioquimica nutricional del espermatozoide donde el pH
delsemen recién eyaculado se encuentra proximo a 7.4 £0.2, al igual
que otros fluidos organicos y cuando se reduce este pH al mismo
tiempo se reduce el metabolismo energético del espermatozoide y su
motilidad (5).

El metabolismo glicolitico que desarrolla el espermatozoide (el
carbohidrato principal es la glucosa) hace que el pH intracelular
disminuya y el metabolismo celular quede reducido por lo que su
alimentacion del espermatozoide se ve afectada. El acido, lactico es
el principal metabolito de este proceso y ha sido utilizado como

indice de calidad seminal (5).

e Morfologia del espermatozoide
El espermatozoide del cerdo se asemeja mucho al de otros
ungulados domésticos. La cabeza es de aproximadamente 8.5um de

largo; es el doble de largo que de ancho (3).

La pieza intermedia es de aproximadamente 10um de largo y la cola
es de 30um. La cabeza esté cubierta por una estructura derivada del
aparatode Golgi que se encuentra en forma de capa denominada
acrosoma constituida por una membrana acrosomal interna y una
externa, la primera mas corta que la segunda, ambas son una
extension de la membrana plasmatica del espermatozoide; ademas,
en el interior de ambas membranas se encuentra el contenido
acrosomal, compuesto porenzimas que son liberadas durante la
reaccion acrosomal. Al segmento donde coinciden estas dos partes
se le denomina zona ecuatorial (3).

Los espermatozoides pueden perder el acrosoma cuando mueren, a
estefendmeno se le conoce como reaccion acrosomal degenerativa
y el andlisis de esta reaccidn sirve para determinar el nivel de dafio
espermatico (3).
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e Caracteristicas
La forma y tamafio de los espermatozoides en un momento
determinado es consecuencia de los factores que afectan la
espermatogénesis y su valoracion ha sido tradicionalmente una
técnica complementaria al andlisis seminal que potencialmente

puede determinar las variaciones celulares que afectan la fertilidad

(6).

Las anormalidades morfologicas se clasifican en primarias y
secundarias. Las primarias se origina en el testiculo y se relacionan
condefectos de la cabeza espermatica, acrosoma y presencia de gota
citoplasmatica proximal; las secundarias se originan en el
epididimo y estan relacionadas con la presencia de gota
citoplasmatica distal y otrosdefectos del flagelo espermético (4).

La produccion de espermatozoides anormales puede deberse a la
edad, problemas nutricionales, enfermedades, factores ambientales
(calor, heridas por traumatismos, sustancias toxicas, cambio de
ambiente, etc.),como por razones, hormonales o genéticas (7).

Las alteraciones en la morfologia pueden tener un origen genético,
de ahi la importancia de presentar una correcta morfologia. Un
espermatozoide cuya informacion genética, la mitad del futuro
embrion,no esté bien codificada y organizada no dara lugar a un

embrion viable (8).

La morfologia esta mas relacionada con las tasas de fertilidad que
la concentracion o la motilidad, y se sabe que los eyaculados con
mejor concentracion tienden a presentar menor porcentaje de
células anormales. Sin embargo, la morfologia espermatica y el
analisis del semen en su conjunto, a menudo no son suficientes para

determinar un diagndstico definitivo de infertilidad de un
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convencional no cubre el espectro biolégico de una célula tan
especializada como el espermatozoide (4).
FiguraN° 1
Esquema del espermatozoide del porcino

Sy

A) Representacion esquematica de un espermatozoide “sin reaccion acrosomal” donde se observa la (1) membrana
plasmaética, (2) membrana acrosomal externa, (3) contenido acrosomal, (4) membrana acrosomal interna, (5)
envoltura nuclear, (6) nicleo, (7) cabeza, (8) pieza intermedia y (9) cola del espermatozoide sin reaccién acrosomal.
B) Representacionde un espermatozoide de porcino con reaccién acrosomal

Fuente: Valdés (2015):

e Membrana celular

La membrana celular fue descrita por primera vez por Schwann en
1839en su obra “Teoria Celular”, donde la describe como una
estructura capaz no solo de separar los contenidos celulares del
medio externo, sinoque ademas era capaz de alterar quimicamente
las sustancias con las queentraba en contacto. En 1888 George
Quincke propuso que la membranaplasmatica era de naturaleza
lipidica y proteica. En estudios posteriores se destacaron los
siguientes puntos acerca de la estructura y funciones de la
membrana plasmatica (3).

1) Constituida por proteinas y lipidos.
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2) Los lipidos son anfifilicos y se organizan de tal manera que
formanuna bicapa, las regiones polares se orientan hacia el
exterior de la membrana y las no polares al interior de ésta.

3) La estructura es mantenida por las interacciones hidréfobas,
estas interacciones son relevantes tanto en la organizacion de
los lipidos como en la interaccidn entre lipidos y proteinas.

4) Existen interacciones entre proteina y proteina (3).

Las proteinas involucradas en el transporte de sustancias atraviesan
la membrana. EI modelo de Mosaico Fluido propone a la membrana
celularcomo una solucién bidimensional de lipidos en la que se
encuentran sumergidas proteinas globulares, postulando que:

1) Cada molécula lipidica puede desplazarse en el plano de la
monocapa en la que se encuentra, que le proporciona un estado
de fluidez a la membrana.

2) Las proteinas que se encuentran inmersas en la membrana
pueden moverse lateralmente.

3) La membrana celular es asimétrica lo que significa que cada

una desus caras es diferente (3).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE g "CATOLICA

TESIS UCSM -2 DE SANTA MARIA

Figura N° 2

Esquema de composicion de la membrana plasmatica

Medio extracelular

<—— Capa hidréfila externa

S—

— Capa hidréfoba

<—— Capa hidrdfila interna

Medio intracelular

[Esquema de la composicion de la membrana plasmatica.
Fuente: Valdés, 2015 (3).

Una caracteristica de la membrana plasmatica es el transporte de
sustancias. En general las moléculas sin carga eléctrica (no ionicas)
como el H20, N2, 02, CO2, etanol, glicerol y los esteroides se
difundena traves de la membrana. Las moléculas con carga eléctrica
(ibnicas) como H+, Na+, Ca++, Cl- , glucosa y todos los
aminoécidos no difundena través de la membrana ya que al
presentar carga eléctrica se unen a moléculas de H20 las cuales
deben liberar para poder atravesar la porcion hidrofoba de la

membrana plasmatica (9).

e Membrana espermatica
Las células espermaticas y su membrana plasmatica ofrecen un
modelo de estudio interesante, ya que ellas exhiben una
composicion lipidica diferente al de las células somaticas, con una
polaridad lateral inusual que es objeto de cambios dindmicos
posterior al eyaculado, lo cual constituye un papel importante en la

fertilizacion (10).
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Los espermatozoides de los mamiferos son células altamente
diferenciadas, lo que se refleja en sumembrana plasmética. Basados
enevidencia morfoldgica, la distribucion de las diferentes clases de
proteinas integrales de la membrana varia significativamente entre
la cola, la pieza intermedia, la region ecuatorial y el acrosoma. En
la membrana plasmatica se encuentra el 35% del total de lipidos del
espermatozoide (3).

Existe evidencia que indica que la composicion de la membrana
plasmaética, en particular la constitucién lipidica, esta relacionada
con lasusceptibilidad de las células a la criocapacitacion o al choque
por frio. Especies que producen espermatozoides con un alto
contenido de colesterol y grasas poliinsaturadas en la membrana
tienden a ser mas susceptibles al choque por frio, el colesterol esta
involucrado en la fluidez y estabilidad de membrana, en los
espermatozoides de porcino a diferencia de los de bovino el
porcentaje de colesterol en las membranases menor (0.45 y 0.26%
respectivamente) y se distribuye de manera asimétrica ya que se

encuentra en mayor proporcion en la monocapa externa (11).

e Cromatina nuclear
La cromatina espermatica es una estructura compacta, condensada
y organizada, la cual es considerada un componente clave en la

fertilizacion y término de la gestacion (12).

Se ha reportado en humanos y otras especies domésticas, entre ellas
loscerdos, que los machos infértiles tienen mayores niveles de
defectos en la cromatina e integridad del ADN en contraste a los
individuos fértiles; ademas, la calidad del semen se encuentra
relacionada con estas deficiencias (13).
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e Fracciones del eyaculado
Fraccion 1: Fraccion pre espermatica, la cual es acuosa y de facil
identificacion por su transparencia y su funcion es limpiar el paso
del semen por el pene, limpiando asi las vias genitourinarias; es la
primera emision, constituida principalmente por secreciones de
glandulas accesorias y tiene un volumen de alrededor de 10 ml, esta
fraccion tienecomo caracteristicas que no tiene espermatozoides,
tiene una alta carga bacteriana y presenta unos grumos que se
originan de la glandula de Cowper, es de color transparente y no

interesa para la recoleccion (5).

Fraccion 2: Fraccion rica en espermatozoides, que comprenden
liquidosque son espesos, blanquecinos y opacos, ya que contienen
la mayor carga espermatica y es la de mayor importancia del
eyaculado, esta es la fraccion que se colecta con fines de

inseminacion (5).

Fraccion 3: Gel o tapioca, que procede de las glandulas de Cowper
y que consta de unos grumos geliticados ‘que se expulsan al final
del eyaculado después de la fraccion rica en espermatozoides, esta
es desechada porque aumenta las aglutinaciones espermaticas en el
semencolectado. Esta fase tiene poco contenido de espermatozoides
y es de color transparente con gran cantidad de grumos (que sirven
para formarun sello en la hembra luego de la eyaculacion). No tiene
ningun -interéspara la recoleccion, pero la importancia de su
observacién es que en ocasiones estd alternada con emision de
fraccion rica en espermatozoides, tiene un volumen aproximado de
200 ml. y esta constituido por gran cantidad de plasma seminal,
secreciones de la prostata y grumos de la glandula de Cowper (5).

2.1.2 Estructuras del
espermatozoide

e Cabeza del espermatozoide
La cabeza del espermatozoide presenta importantes diferencias en
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algo aplastada y elipsoide en el hombre. La caracteristica principal
de esta estructura, es el nudcleo oval aplanado, conteniendo
cromatina condensada, muy compacta y que consiste en un
complejo formado porADN yuna clase especial de proteinas basicas

Ilamadas protaminas (14).

El ndcleo espermético en el extremo anterior, est4 cubierto en casi
su totalidad por el acrosoma, una membrana que aparece durante la
espermiogénesis originada desde el aparato de Golgi. Esta
estructura enforma de casquete, contiene acrosina, hialuronidasa y
otras enzimas hidroliticas que participan activamente en el proceso
de la fecundacion (4).

El "segmento ecuatorial” de esta zona resulta muy importante,
debido aque es en esta parte del espermatozoide, junto con el
segmento anterior de la regién posacrosomica, donde se fusiona
inicialmente la membranadel ovocito durante la fecundacion. La
reactividad de la membrana acrosomal representa un requisito
absoluto para la fertilizacion in vivo; s6lo los espermatozoides que
pueden realizar la reaccion acrosomal tienen la habilidad de pasar a
través de la zona pelucida del ovocito y como consecuencia,

fusionarse con €l para formar un embrion (15).

La cromatina nuclear esta altamente condensada, ocupando un
volumen significativamente menor que el ocupado en células
somaticas. De hecho, el DNA sufre un empaquetamiento tan
estrecho con las proteinas nucleares que la trascripcion es casi
imposible. Este empaquetamiento de la estructura cromética puede
resultar esencial para evitar el dafio delDNA si los espermatozoides
son expuestos a ambientes agresivos, comopueda ser la elevada
acidez del tracto reproductor femenino (14).

El acrosoma es una vesicula intracelular, membranosa y aplanada
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que cubre la parte anterior del nacleo, variando considerablemente
su tamafio y forma entre las distintas especies. Es una membrana
que aparece durante la espermatogénesis como producto del

complejo de
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Golgi. Si bien la membrana acrosémica interna se dispone por
encima de la membrana nuclear, la membrana acrosémica externa
se situa por debajo de la membrana plasmatica. La reactividad de la
membrana acrosomal representa un requisito absoluto para la
fertilizacion in vivo; sélo los espermatozoides que pueden realizar
la reaccion acrosomal tienen la habilidad de pasar a través de la
zona pelucida y como consecuencia, fusionarse con el ovocito para

formar un embrion (15).

e Pieza media o cuello
La pieza media o cuello, como su nombre indica esta situada entre
la cabeza y el flagelo, y es una zona un poco mas ensanchada que
la base de la cola. Su funcién es primordial porque alberga las
mitocondrias, consideradas el motor del movimiento del

espermatozoide, pues son lasresponsables de generar energia (8).

o Flagelo del espermatozoide
El flagelo o cola espermatica estd formado por un axonema
eucariota tipico, con una estructura radial de micro tabulos.
Alrededor de este axonema se sitlan diversas estructuras que varian

respecto al segmentodel flagelo que se trate (14).

Tanto la parte intermedia, como la principal, contienen una serie de
elementos semirrigidos cuya funcion es la de otorgar
direccionalidad y flexibilidad al movimiento flagelar. La parte
intermedia contiene las mitocondrias estructuradas en una vaina
mitocondria, cuya funcidn es lade generar la energia necesaria para
el mantenimiento del movimiento del axonema. El flagelo esta
formado por el cuello o pieza de conexién y los segmentos
intermedio, principal y terminal. El cuello o segmento conector es
corto, y forma una placa basal que termina en una depresionen el
extremo posterior del nucleo, continuando en sentido posterior,
conteniendo a su vez, nueve fibras gruesas que se proyectan hacia
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atrasa través de la mayor parte del flagelo (14).
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El segmento principal es el mas largo del flagelo espermatico y se
continua en sentido posterior al anillo citoplasmaético,
extendiéndose casi hasta la punta del mismo, y esta formado por el
axonema en el centroy sus fibras gruesas asociadas. ElI segmento
caudal o terminal, posteriora la terminacion de la vaina fibrosa,
contiene solo el axonemacentral cubierto de membrana plasmatica
(14).

La estructura del citoesqueleto, caracteristica de espermatozoides
de mamifero (y algunas especies de pajaros), consiste en un cilindro
huecoformado por dos columnas longitudinales unidas por anillos
circulares. Las columnas (compuestas por el débil
empaquetamiento longitudinal de estructuras filamentosas de 15 a
20 pm de didmetro), estan situadas en la regién donde dos de las
fibras densas no estan presentes, recorriendo toda la pieza principal.
Los anillos de la vaina estan compuestos por filamentos orientados
circularmente que presentan un fuerte empaquetamiento. La vaina
fibrosa parece estar implicada en la modulacion del plano de batida
del flagelo espermético. Finalmente, el segmento terminal presenta
una ausencia total de estructuras excepto lostubulos del axonema
(10).

e Coleccion del semen
La coleccion del semen debe hacerse en una sala de coleccion o en
el corral del verraco en cuestion. La coleccion puede hacerse con
vagina artificial o manualmente, ya sea con mano enguantada o
introduciendo el pene en un cilindro de goma descartable.
Normalmente se usa un potrode metal para la coleccion, al cual los

verracos entrenados montan sin mayores problemas (16).

En el caso de coleccién de semen para diagnoéstico en campo, lo
mas indicado (y probablemente la Gnica forma de coleccién) es usar
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recipiente aislante de boca ancha. La apertura del recipiente se
cubre y fija con gasa a los efectos de evitar el contacto de la secrecion
gelificante de las glandulas bulbouretrales con el resto del
eyaculado. Se deja que el verraco entre al area de coleccion y se
familiarice con el ambiente y el potro de coleccion, una vez que el
verraco haya montado en forma correcta el potro, en caso de usar
vagina artificial se deja que el macho haga movimientos de
busqueda con su pene y que le permite penetrar lavagina artificial
con una buen cantidad de aire en su cdmara (mitad de agua templada
y aire), a partir de cuyo momento se comienza a pulsar un manguito
de goma acoplado a la valvula de la vagina artificial de modo que
la presion dentro de la vagina artificial aumente y pulse
ritmicamente. En caso de usar el método manual, se permite también
queel verraco haga movimientos de busqueda de la vulva o por
debajo del potro y cuando los movimientos de busqueda
disminuyen, se atrapael glande del pene (porcién espiralada) con la
mano y se ejerce fuerte presion manual continuada sobre el espiral.
En el caso de usar un cilindro descartable de goma se coloca el
glande del pene dentro del cilindro y se aplica una presion moderada
con lamano sobre el cilindro.La presion aplicada sobre el glande del
pene (ya sea con vagina artificial, cilindro o mano) provoca la
eyaculacion que demora ma&s o menos entre 5 y 15 minutos

dependiendo del verraco (16).

Como ya se ha descrito, el eyaculado del cerdo es fraccionado y
consistede una primera fraccion que en principio solo contiene
secrecion de la prostata y algo de gel de las glandulas bulbouretrales
(acuosa, transllcida a opaca en color). La segunda porcion del
eyaculado, facilmente identificable por su color blanco a lechoso, se
Ilama fraccidnrica en espermatozoides a la que le sigue otra fraccién
(post- espermatica) donde el nimero de espermatozoides disminuye
rdpidamente y donde la secrecidén creciente de las vesiculas
seminales yde las glandulas bulbouretrales dominan (la fraccién

post-espermatica vuelve a ser translicida u opaca, dependiendo del
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volumen de la secrecién bulbouretral que contenga. En muchos

Verracos se nota un
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intervalo entre la primera y segunda fraccion, lo cual a veces lleva
a detener la coleccion pensando que ya ha eyaculado. Esto no debe
permitirse ya que lleva a la coleccion incompleta del eyaculado, con
muybajo volumen y practicamente libre de espermatozoides. El
volumen del eyaculado varia normalmente dentro de un rango
importante (100 a 300ml) pero si el volumen colectado es menos de
50ml y la concentracion espermética muy baja, hay razon para
pensar que la eyaculacion (coleccion) no ha sido completa y debe
repetirse. La presion manual (o la presion de la vagina artificial)
sobre el espiral peneano debe mantenerse durante toda la
eyaculacion. Solo se disminuye la presion cuando el verraco intenta
hacer nuevos movimientos de busqueda, lo que marca que la
eyaculacion ha terminado. Si esto no se hace, el verracocomenzara
una nueva onda deeyaculacion, algo que algunos consideran
incorrectamente como verracos que eyaculan dos fracciones ricas

en espermatozoides en su eyaculado (17).

e Aptitud reproductiva del verraco
Su aptitud reproductiva depende primariamente de su salud general
y su bienestar y especificamente de la funcion de su sistema
endocrino y de sus testiculos, su tracto genital y sus glandulas
sexuales accesorias, todolo cual incide en la eficiencia de su
capacidad de servicio. Cada una de estas funciones puede cambiar
en forma continua, dependiente o independientemente entre si,
pasando de ser muy buena a muy mala en el tiempo, afectando la
fertilidad en grado variable. La evaluacion de laaptitud reproductiva
persigue un soélo proposito; llegar a un diagndsticoque permita
pronosticar el uso del reproductor o de su semen. La evaluacion se
compone del examen clinico del reproductor, incluyendo su
capacidad para servir hembras, asi como de la calidad de su semen
y,en ultima instancia, del analisis de su fertilidad, probada mediante

registros apropiados (4).
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No obstante, aunque es necesaria una buena calidad para
alcanzarvaloresde fecundidad aceptables, no todos los eyaculados
aptos mantienen niveles de fertilidad dentro de la normalidad (18).

2.1.3 Evaluacion seminal
e Coloryolor
El color es normalmente gris a blanco grisaceo. En caso de haberse
colectado solamente la segunda fraccion, el color se hace 0 més
blanco o tira a amarillento, dependiendo del verraco y de la
concentracion espermatica. La contaminacion con sangre, suciedad

o floculos se considera inaceptable (16).

La aparicién de colores u olores anémalos puede ocurrir por
alteracionespatologicas del aparato genital o por la mezcla del

semen con orina durante la eyaculacion (19).

e Volumen
El eyaculado total promedio del verraco es de 250 ml, con un rango
quevaria entre 50 a 400 ml. La gran variacion del volumen seminal
se explica por el tamafio de las glandulas seminales y bulbouretrales
y al grado de estimulacion sexual alcanzado antes de la colecta y;
tambieén esconsecuencia de los diversos factores que influyen en el
verraco y que afectan de maneradirecta o indirecta la produccion del
eyaculado, como: La edad, raza, frecuencia de colecta, estado
nutricional, momento de la colecta, estado de salud y los agentes

estresantes (18).

El eyaculado del verraco presenta tres fracciones, que se pueden
separarfacilmente: La primera fraccion es un liquido transparente
pobre en espermatozoides; luego de 30 segundos a un minuto se
secreta lasegundafraccion, que es una emisién blanquecina muy rica
en espermatozoides (500 a 1000 000 / mm3), luego el color cambia

a un color mas claro, conpobre concentraciéon espermatica (100 000
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en esta fase se secreta el mayor volumen del eyaculado, que puede
alcanzar 80 ml (Cameron, 1989) y la tercera fraccion, sale al final
del eyaculado, es un liquido viscoso gelatinoso con granulos
secretado por las glandulas Bulbouretrales, que constituye el 20%

del eyaculado (16).

e Aspecto.
El aspecto del semen por lo general se determina por el grado de
opacidad, con variaciones de denso cremoso a denso acuoso lo cual

ayuda a determinar la calidad del material seminal obtenido (20).

El eyaculado, es un liquido denso y a su vez cremoso, que contiene
espermatozoides en un contorno llamado plasma seminal (20).

e pH
El semen del verraco tiene un pH que oscila entre 6.5 a 7.5. Los
cambios en el pH seminal afectan la viabilidad y motilidad
espermatica. Los bajoso elevados niveles de la secrecion de las
glandulas sexualesaccesorias son determinantes para que el pH del

semen tenga unareaccion alcalinao més acida (17).

El semen con un pH elevado, por encima de 8, es indicador de un
eyaculado de baja calidad o que el verraco tiene un proceso
infeccioso en el tracto genital (16).

Las variaciones de pH entre eyaculados de un mismo
reproductorpuedenser generado por el pH del epididimo, que es
acido, entre 59 a 6,9, originado por la permanencia de los
espermatozoides en estado de anabiosis e inamovilidad (21).

e Motilidad espermatica
La evaluacién de este parametro determina la proporcién de
espermatozoides moviles y de movimiento progresivo. La
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individual es una de las caracteristicas mas indicadoras de la
capacidad fecundante in vivo de una muestra de semen y se
correlaciona positivamente con la fertilidad en porcinos (10).

La motilidad y viabilidad de los espermatozoides depende de una
secrecion equilibrada y proporcional de la vesicula seminal y
prostata. Los fluidos de la vesicula seminal contienen factores que
tienen un efecto negativo sobre la motilidad espermética. Mientras,
que la secrecion de la préstata contiene factores que estimulan la
motilidad y al entrar en contacto con los espermatozoides lo
protegen de los efectosnegativos de la secrecién de la vesicula

seminal (4).

El movimiento normal de los espermatozoides es rectilineo, en una
soladireccion, progresivo y con movimientos rapidos de la cola.
Los eyaculados con estas caracteristicas son los mas fértiles y para
ser considerados de calidad, el 80% de los espermatozoides deben

tener unmovimiento progresivo (10).

Los espermatozoides presentan también movimientos anormales,
de rotacion, vibracion y retroceso, la observacion de estas

anormalidades se relaciona con una menor fertilidad (4).

e Metabolismo espermatico
El espermatozoide es una célula altamente especializada y su
actividad metabolica varia de acuerdo a diferentes etapas de la vida
del gameto cual esta determinada por sefiales del medio que lo
rodea con el fin de lograr la fecundacion. El espermatozoide
requiere de un metabolismo energético que genere suficiente
energia libre para movilidad flagelar, que ocurre de manera mas
eficiente en condiciones aerobicas, principalmente por fosforilacion
oxidativa a nivel de las mitocondrias que se encuentran en la pieza

intermedia del flagelo; sin embargo, esto no es suficiente para
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alcanzar la hiperactividad del movimiento flagelar durante la

capacitacion, por lo que la pieza principal posee toda la
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maquinaria enzimatica para generar ATP a partir de la glicdlisis, la

cuales fundamental para el proceso de fecundacion. (1)

e Concentracion espermatica
El eyaculado del verraco se caracteriza por tener baja concentracion,
que excepcionalmente no pasa de los 500,000
espermatozoides/mm3 de semen. Esta caracteristica es indicadora
de una buena capacidad productora de gametos en los tabulos
seminiferos y aunque no estd relacionada directamente con la
fertilidad, afecta la tasa de dilucion seminal y el nimero de dosis

procesables de un eyaculado (10).

La concentracion espermatica es una caracteristica muy variable

entre individuos (10).

Esta relacionada con la edad, el ambiente social y la estacion. La
raza esotro factor que influye en el nimero de espermatozoides del
eyaculado (4).

e Morfologia
Las anormalidades espermaticas son consecuencia de patologias
genitales en los verracos. Los resultados de las pruebas para
determinarestas anomalias no muestran relacion con la fertilidad
pero permiten identificar reproductores con semen de baja calidad,
que luego se podrian descartar como donantes en programas de

inseminacion artificial (17).

e Factores que influyen sobre la calidad seminal
Se considera que el semen de verraco es de calidad cuando posee
una buena capacidad fecundante, se puede obtener una mayor
cantidad de dosis seminales y puede conservarse un mayor periodo
de tiempo sin perder dicha capacidad. La calidad seminal es muy
variable, pueden existir diferencias entre eyaculados de un mismo
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eyaculados de diferentes reproductores. Los principales factores
responsables de esta variacion son: Edad, raza, estado nutricional,
alteraciones del aparato reproductor, estacion del afio, frecuencia de

coleccion y estimulacion sexual (4).

e Edad
La produccion espermatica en los verracos esta directamente
relacionada con la edad. Los verracos jovenes, con menos de 8
meses, producen menor volumen, concentracion y por tanto un
menor numero de dosis que los verracos adultos. Esta produccion se
va incrementando,siendo mayor en verracos con mas de 18 meses
de edad (22).

e Raza
Existe una diferencia racial en cuanto al tamafio y desarrollo
testicular yla capacidad de produccion de espermatozoides. En
general las razas Large White, Landrace y Duroc, producen mayor
cantidad de semen por eyaculado y mayor nimero de células

espermaticas (23).

e Nutricion
Como la nutricion y correcta alimentacion, tiene una influencia muy
significativa sobre la libido, la produccion espermatica y la calidad
seminal, es recomendable el suministro de un pienso especifico para

losverracos (22).

Para obtener un eyaculado con buenas caracteristicas es necesario
manejar a los reproductores de manera individual y mantener un

plan nutricional correcto (4).
e [Estacion

Es la temperatura ambiental y el fotoperiodo los factores que mas
influyen sobre la produccién espermatica, siendo en otofio e
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invierno, unas mejores estaciones que las de primavera y verano
(22).
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o Luz
Los dias largos (16 horas) perturban la produccién espermaética del
verraco, en comparacion con los dias cortos (10 horas). Se observa
una disminucion del nimero total de espermatozoides recogidos
por eyaculado, de su motilidad y poder fecundante ya que la luz
induce la secrecion de melatonina en la glandula pineal, la cual
actia por un ladosobre los melandforos que se encargan de la
coloracion de la piel y por otro lado sobre los melanocitos que
regulan la secrecion de GnRH. La recomendacién es de mantener a

los verracos con un ritmo de 12horas/luz/dia, mejor que 16 (22).

e Temperatura
La temperatura confort de los verracos ronda alrededor de los 18-
20°C con una humedad relativa ambiente del 60-70% vy la
ventilacion debe seren torno a los 25 m3/h/cerdo, en invierno y de
200 m3/h/cerdo en verano,si es dinamica y de 10-20 si es estética,
dependiendo del porcentaje de superficie de ventanas respecto de la

superficie del suelo (22).

e Ambiente social
Siempre es mejor el crecimiento en grupo que de forma aislada. Una
vezde adultos, se deben mantener separados pero con la existencia
de un contacto con hembras, principalmente a través del olfato y del
oido (22).

e Tamafo testicular
Esta relacionado a la edad del animal y a las variaciones
estacionales, como ocurre en el jabali. En el verraco doméstico,
existe una correlacionentre el peso del testiculo en la pubertad y la
produccion de espermatozoides y en el verraco adulto también se
ha observado esta correlacion entre el tamafio del testiculo yla

produccion espermatica(22).
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e Ritmo de coleccion
La frecuencia de las colecciones presenta una correlacion inversa

con elvolumen del eyaculado y la concentracion espermatica (4).

Al aumentar el niamero de colecciones, el volumen de eyaculado
disminuye 20% en las frecuencias de dos y tres veces por Colecta,

con reducciones mayores si el semen es extraido todos los dias (4).

La frecuencia elevada de colecciones en el verraco originan
alteracionesen el patron de secrecion y reabsorcion de los fluidos del
epididimo, que ocasionarian defectos en la maduracion y

anormalidades en la motilidadde los espermatozoides (24).

2.1.4 Sistema de analisis seminal computarizado CASA

El Computer Assisted Semen Analisis (CASA) fue desarrollado en la
Universidad de Pennsylvania por Liu y Warne en 1977 y perfeccionado
en 1980 por Amann y Hammersatedt; se introduce en el mercado a
principio de los 80, originalmente para la evaluacion de semen humano.
Al paso de los afios se ha ido perfeccionando y modernizandose. En la
actualidad se utiliza mucho en el campo veterinario, tanto en
investigacion, como en el dela industria de los centros de inseminacion
artificial (25).

Los sistemas CASA brindan resultados como un espermatograma
clasico, pero de una manera mas rapida y objetiva de los diferentes
parametros comomotilidad total, motilidad progresiva, motilidad local,
concentracion, porcentaje de vivos/muertos y morfologia, logrando de

esta manera, optimizar el procesamiento de muestras seminales (25).

Es decir, establece, de una manera efectiva, medidas cuantitativas del
movimiento individual de los espermatozoides ademas de dar
informacion sobre la concentracion del semen en cuestién. Con este

tipo de analisis se espera obtener medidas correctas de la motilidad
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concentracion que proporcionen informacion precisa acerca del estado
del semen (26)

Es relevante sefialar que los sistemas CASA estan completamente
infrautilizados, pues, aln en algunos sitios suelen usarse tan solo para
reproducir la observacion subjetiva tradicional. A pesar de ello, aportan
un menor error técnico y suponen un ahorro de tiempo significativo.
Engeneral,los informes de anélisis que aportan los sistemas CASA se
limitan al porcentaje de células moviles, moviles progresivos, estéticas,
células de morfologia normal, concentracion y los valores de cinética y
morfometria de la muestra con lo que, se puede hacer una valoracion
real de la poblacion espermatica. Ademas, los informes obtenidos
directamente del programa estan en funcion de los médulos adquiridos
dentro del sistema CASA (27).

e Unidades independientes del sistema CASA
Un microscopio de constraste de fases conectado a una camara de
video,que envia la imagen desde el microscopio a un monitor de
TV. La imagen se envia al ordenador, donde un analizador digital
de imagen captura varias fotografias seridas de cada campo. El
software discriminaa los espermatozoides de otras particulas que
puedan aparecer en la imagen por su tamario, y analiza la trayectoria
recorrida por cada espermatozoide individual, la velocidad de las

celulas, el movimiento rectilineo, circular o lateral (28).

La velocidad es uno de los parametros que puede medir el
CASA .Esta se realiza de tres maneras diferentes:
e VAP: es la distancia recorrida por el espermatozoide a lo
largo dela trayectoria media.
e VSL: velocidad segln la trayectoria rectilinea.
Distancia recorrida entre el primer punto y el Gltimo de
su trayectoria.
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e VCL: velocidad segln la trayectoria curvilinea. Distancia
recorrida a lo largo de su trayectoria real en funcion del
tiempo (28).

El movimiento de cabeceo o desvio de su trayectoria se
cuantificaa través de dos parametros como son:
e ALH: Amplitud del desplazamiento lateral de la
cabeza delespermatozoide.

e BCF: Frecuencia de corte de la linea de trayectoria (28).

El nimero de espermatozoides totales y motiles se puede
calcular por medio de los valores:
e MOT: El cual indica el porcentaje de espermatozoides maotiles.
e PRG: Indica el porcentaje de espermatozoides motiles
progresivos. Este dato es el que se utiliza al evaluar las dosis
inseminante (28).

2.1.5 Caracteristicas Seminales y Fenotipicas
e Caracteristicas Seminales
La frecuencia de los defectos de los espermatozoides y las
dimensionesy la forma de los espermatozoides dependen de la
concentracion de los espermatozoides. Los eyaculados con una alta
concentracion de espermatozoides contienen una gran cantidad de
espermatozoides, perotienen un volumen menor que los eyaculados
con una menor concentracion de espermatozoides. Los
espermatozoides de los eyaculados con la menor concentracion de
espermatozoides tienen dimensiones mas grandes que los
espermatozoides de los eyaculados con concentraciones de esperma
intermedias y altas. Esto se expresa enuna mayor area y perimetro
de la cabeza y en una mayor longitud total del esperma. . En los
eyaculados de los verracos Landrace, estas relaciones son mas
pronunciadas que en los verracos blancos grandes. Un aumento de

la concentracion de espermatozoides reduce la
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aparicion del defecto de Dag pero promueve la aparicion de
espermatozoides con una gotita proximal, una pseudogotita 0 una
gotitadistal. La dependencia de las caracteristicas de la eyaculacion
y el tamafio y la forma de los espermatozoides de la concentracion
deespermatozoides esta influenciada por la raza. En los eyaculados

de los verracos (29).

e Caracteristicas Fenotipicas

Large White: Raza originaria de Inglaterra. Su cuerpo es largo,
ancho yprofundo con apariencia maciza. Son totalmente blancos,
sin manchas con orejas erectas. Tiene buena rusticidad, su caracter
es prolifero y buena aptitud lechera y materna. Muy valorada por
sus caracteristicas maternales, esta raza porcina se utiliza
habitualmente en cruces como linea materna. Es, ademas, la mejor
considerada, entre las razas mejoradas, en cuanto a resistencia. La
Yorkshire es, con frecuencia, la mejor raza en cuanto a valores de
prolificidad, cualidades maternales como capacidad lechera y
productividad. Aungue parece ser que da unaedad de pubertad de
su descendencia mas tardia. También se encuentra,junto con la
Duroc, entre las que presentan una mayor velocidad de crecimiento
e indice de conversion. Pero las cosas cambian cuando nos ponemos
a hablar de parametros de calidad, solo la raza Duroc estd menos
valorada en cuanto a calidad de la canal, por sus proporciones en
partes nobles y por la calidad de la carne. Para la calidad de la carne
se toma en cuenta sobre todo la cantidad de grasa infiltrada en el
musculo.Sin embargo, esta raza presenta rara vez, muasculo palido
blanco exudativo (PSE) (30).

Landrace: Raza de origen europeo. Presenta una coloracién blanca
conorejas del mismo color, dirigidas en su totalidad hacia delante.

Son losmas largos de todas las razas. Muy proliferos, con un
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promedio de 12 lechones con muy buen peso al nacer. Su forma

de cria méas adecuada
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es la intensiva. Muy versatil, ya que se utiliza como linea pura,
maternao paterna. Sus indices productivos son muy parecidos a la
Yorkshire, aunque tiene un mayor rendimiento de la canal y
también una mayor longitud de la misma. Presenta unos valores
algo inferiores en los parametros reproductivos, y una mayor
tendencia a presentar PSE. Estéraza est reconocida como de tipo
magro, ya que presenta unos bajos valores de engrosamiento. Es,
probablemente, junto con la Yorkshire la raza mas utilizada (30).

2.2 Antecedentes de investigacién
2.2.1 Anélisis de tesis

Barriga M. (31) Dice que teniendo como objetivo la evaluacién de la
calidad de semen de Caballo Peruano de Paso criopreservado con
LDL y yema de huevo de gallina, como crioprotectores no penetrantes
especificos, se realiz6 la coleccion de semen de 4 caballos Peruanos
de Paso. Las muestras colectadas mediante vagina artificial fueron
evaluadasmacroscopicamente para los indicadores de; volumen, color,
densidad, pH. Luego adicionadas con preservante de la actividad
espermatica, se trasladaron al laboratorio para ser criopreservadas
mediante la técnica convencional planteada por Moussa y col, 200229
divididas en dos alicuotas adicionando a una Lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y a la otra yema de huevo de gallina como
crioprotectores no penetrantes. Posterior a la criopreservacion se
realiz6 las evaluaciones microscépicas de; test de HOST, motilidad,
concentracion, integridad de membrana y morfologia. Los parametros
macroscopicos observados obtuvieron como resultado, volumen
promedio 41,5 ml; color y aspecto blanco lechoso; y pH 7,46
promedio, estos valores no mostraron diferencia estadistica (p>0,05)
entre garafiones. Se observd mejor calidad seminal en pajillas
criopreservadas con lipoproteinas de baja densidad (LDL) frente a
semen criopreservado con yema de huevo de gallina, existiendo
diferencia estadistica (p0,05). Podemos concluir que hay una mejora
de la calidad delsemen criopreservado con lipoproteinas de baja
densidad frente a semen
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criopreservado con yema de huevo entera de gallina, esto por el

aislamiento de la LDL de la yema entera (31).

Rodriguez A. (32)Con el objetivo de evaluar los efectos de dos
criopreservantes penetrantes: glicerol y dimetilformamida sobre las
caracteristicas del semen criopreservado de toros de lidia obtenidas de
epididimo y de eyaculado completo, se recolectaron 5 muestra de
semen mediante la técnica de electroeyaculacion y 5 muestras de
semen de cola del epididimo. La extraccién del semen por
electroeyaculacion se realizé utilizando la técnica de Palmer45. El
semen de la cola del epididimo fue colectado con la técnica de flujo
retrogrado49. Las muestras fueron analizadas por motilidad,
concentracion, integridad estructural y funcional de la membrana
plasmatica (prueba hipo osmdtica) y viabilidad espermaética
(coloracion con eosina/nigrosina). Obteniendo los siguientes
resultados a partir del semen del eyaculado completo: Motilidad a las
0 horas con glicerol 3,8 y con dimetilformamida 2,52 segun la
escala38; Motilidad a las 2 horas con glicerol 1,8 y con
dimetilformamida 0,68 segun la escala38, Viabilidad 45,22% vy
33,70%; Integridad membrana plasmatica 43,30% y 32,76%;
Anormalidades de cabeza 5,04% y 7,56%; Anormalidades del
Acrosoma 5,32% y 6,64% y Anormalidades de la cola6,20% y 9,68%
para glicerol y dimetilformamida respectivamente. A partirdel semen
de la cola del epididimo: Motilidad a las 0 h 2,64 horas y 1,36;
Motilidad a las 2 horas 0,80 y 0,40 segun la escala38; Viabilidad
50,20%

y 25,08%; integridad de membrana plasmatica 47,96% y 22,16%
Anormalidades de cabeza 8,60% y 8,36%; Anormalidades del
Acrosoma 8,76% y 8,68% y Anormalidades de la cola 9,08% Yy 8,96%
para gliceroly dimetilformamida respectivamente. Llegando a las
siguientes conclusiones: La motilidad, morfologia y la funcionalidad
de membrana espermatica con el criopreservante glicerol y
Dimetilformamida presentan diferencia estadistica significativa
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(p<0,05), presentando mejores valores de calidad seminal en semen

colectado por electroeyaculacion o eyaculado completo (32).

Quispe P. (33) El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el
Laboratorio de Biotecnologia Animal del Vicerrectorado de
Investigacionde la Universidad Catdlica de Santa Maria. El objetivo
es determinar la calidad seminal y funcional del semen crio preservado
comercial de origennacional en bovinos lecheros de 3 Centros de
Coleccion Seminal deArequipa del afio 2016. Se evaluaron en total 30
pajillas de semen bovino,10 por cada Centro de Coleccion Seminal.
Se evalud: concentracion, motilidad, vitalidad, morfologia, integridad
de membrana plasmética e integridad de acrosoma después del
proceso de descongelamiento. Los resultados obtenidos para el Centro
1, Centro 2 y Centro 3 después de la descongelacion fueron en
motilidad progresiva: 41%, 49% y 46%; en concentracion: 22.25
x106, 27.25 x106, 19.88 x106 espermatozoides por pajilla (0.5ml); en
morfologia total: 22.20%, 17.95% y 22.45%; en vitalidad: 55.60%,
55.90% y 52.90%; en integridad de membrana plasmatica: 69.75%,
64.40% y 56.05% y en integridad de acrosoma: 3.75%, 4.60% Yy
5.25% respectivamente. Se encontrdé que de los pardmetros
espermaticos evaluados microscopicos hubo diferencias significativas
(P<0.05) solo en el parametro de morfologia total en el Centro de
Coleccion 2 con un 17.95%, y en relacion a los parametros
funcionales solo se encontraron diferencias significativas (P<0.05) en
el parametro de integridad de membrana plasmatica en el Centro 2 con
un 64.40%. Por lo tanto teniendo en cuenta los parametros basicos de
evaluacion comparados con los promedios de todos los Centros de
Coleccion Seminal evaluados en esta investigacion, el Centro de
Coleccion Seminal 2 cumple con los estandares y cuenta con mejores
muestras de semen crio preservado comercial de origen nacional de
bovinos lecheros siendo considerada de entre los tres Centros de
ColeccionSeminal evaluados el de mejor calidad seminal y funcional
(33).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




»#7% - UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE 1 CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

Julca, S. (5) Reporta que la implementacion de la inseminacion
artificial (IA) en la selva peruana en pequefias crianzas porcinas
todavia enfrenta ciertos problemas, como la disponibilidad de semen
de buenos reproductores, el empleo de dilutores comerciales y la falta
de técnicos inseminadores. Con el objetivo de evaluar la respuesta de
la conservaciénde semen porcino en refrigeracion (16°C), usando
como dilutor el agua decoco (Cocus nucifera L), se implementd el
presente estudio, en la Universidad Nacional Agraria de la Selva
ubicado en el distrito de Rupa Rupa, provincia de Leoncio Prado,
region Huanuco- Perud. Se empled la mezcla de los eyaculados de tres
verracos de diferentes razas, con edades entre 3 a 5 afios y con
fertilidad comprobada, el semen fue mezclado con BTS (Beltsville
Thawing Solutions), solucion agua de coco (SAC) o dilutor agua de
coco (DAC) en diferentes proporciones. Se utilizé6 un disefio
completamente al azar, con siete tratamientos y tres repeticiones, para
la contrastacion estadistica entre medias se utilizé la prueba de Tukey
(p < 0.05), en variables paramétricas y la prueba de Kruskal Wallis en
variables no paramétricas, procesando los datos con programa
INFOSTAT (version libre). Los resultados muestran que T2 (DAC),
tiene un valor aceptable tanto para la motilidad (63.33%) y viabilidad
(55%) para la conservacion de semen porcino a 16°C hasta por 24
horas, asi mismo, se definié que el T3 (DAC 60% + BTS 40%) obtuvo
similar motilidad (66%)y de viabilidad (61.67%) al obtenido por el
ditutor comercial (BTS). Asi mismo los costos de usar el DAC (T1
=agua de coco puro) para la conservacion de semen porcino, en
refrigeracion a 16°C, resulta mas econémico (S/. 8.50) que los demas
dilutores evaluados. Concluyendo quees factible el uso del agua de
coco como dilutor de semen porcino hasta por 24 horas de
refrigeracion a 16°C. Palabras Claves: Conservacion, semen,
refrigeracion, dilutor, agua de coco, Cocus nucifera L, motilidad,
viabilidad (5).

Urdiales, R (2) Menciona que la utilizacion de semen porcino
criopreservado para la IA comercial podria reportar numerosas
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ventajas, tales como el mayor control sanitario, la gran

disponibilidad
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espacio/temporal, la estabilidad frente a variaciones climéticas o la
posibilidad de incorporar a las explotaciones genética de alto valor
con uncoste mas reducido, pero en la practica su uso se ve muy
restringido, principalmente por la sustancial reduccién del
rendimiento reproductivo que presenta con respecto a las dosis
seminales refrigeradas. Por este motivo, y dado que la realizacion de
una crio preservacion dptima del semen ha sido considerada como un
prerrequisito esencial para la utilizacion de esta técnica de
conservacion a nivel comercial, los trabajos de investigacion han ido
dirigidos a intentar perfeccionarla. La amplia variabilidad en los
resultados obtenidos con semen de verraco en cuanto a la
supervivencia celular frente a procesos de enfriamiento y
descongelacion, dadas las notables diferencias existentes no sélo entre
razas sino también entre individuos, hace que sea necesario realizar
una seleccion de animales basada en la capacidad de crio preservacion
de su semen, y aunque se ha apuntado una posible inuencia genética
en esta variabilidad post descongelado, hasta el momento no existen
publicacionesque recojan modelos de seleccion genética basados en
la congelabilidad del semen; de hecho, Unicamente se ha englobado a
los diferentes animalesestudiados en categorias de buenos y malos
congeladores con base en las caracteristicas seminales post
descongelado, sin haber conseguido extraerbuenas relaciones entre
éstas y otras que denan a los verracos de forma previa a la
congelacion/descongelacion del semen. Por otro lado, la existencia de
variaciones tras la descongelacion entre eyaculados de un mismo
verraco, hecho que parece responder a cambios de las propiedades
bioguimicas de los espermatozoides como consecuencia, entre otras
causas, de variaciones en la frecuencia de coleccion o de la época del
afio,hace que la determinacién de algin indicador de la capacidad de
criopreservacion de un eyaculado en sus caracteristicas seminales
antes de congelar, resulte tanto o mas interesante que la propia
seleccion de animales. En este sentido, el principal objetivo de este
trabajo ha sido determinar la eficacia de sencillas pruebas de

laboratorio en la prediccion de la supervivencia espermatica al
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proceso de criopreservacion, para lo cual fueron desarrollados dos

experimentos en un intento de identificar
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factores relacionados con la variabilidad post descongelado en 40
eyaculados procedentes de 8 verracos (5 congelaciones por verraco) de
dosrazas diferentes (Large White [20 congelaciones] y Landrace [20
congelaciones]). En el primero de ellos, se evaluaron pruebas que
habitualmente se emplean en las valoraciones seminales que se
efectian en los Centros de IA comerciales sobre el semen fresco,
tratando medianteellas de relacionar la adaptacion de las células a
determinadas situacionesde estrés (osmatico, por calor, o por frio) con
laresistencia que manifiestanal proceso completo de criopreservacion.
La capacidad de adaptacién a unestrés osmotico fue valorada por
medio de pruebas de HOST (de 30 y 60 minutos de incubacién) y de
ORT (de 60 y 120 minutos de incubacion) con soluciones
hiperosmoticas ajustadas a 100 mOsm/kg, la de adaptacidna un estrés
por calor, mediante la incubacion de las muestras seminales diluidas
a 39 °C durante 7 horas, evaluando la integridad de las membranas
plasmaética y acrosomal, asi como el porcentaje de movilidad (con y
sin cafeina) a la hora y media (T1,5), a las tres (T3), a las cuatro horas
y media(T4,5) y a las siete horas (T7); y nalmente, en la resistencia
espermatica aun descenso brusco de temperatura, se valoraron esos
mismos parametrostras someter las muestras a temperaturas 291 de 0
°C durante 5 minutos endiferentes momentos: a los 10 minutos de
comenzar una incubacion a 20 °C (S0), a la hora (S1), a las dos (S2),
a las tres (S3) y a las cinco horas (S5). Por su parte, en el segundo
experimento se analiza si las caracteristicas del movimiento de los
espermatozoides en semen fresco, yen cada uno de esos puntos de
referencia establecidos en el estrés por calor(termorresistencia) o por
frio (choque por frio), muestran evidencias de la capacidad de
criopreservacion de los eyaculados; para ello, se efectué un estudio
pormenorizado de la cinética espermatica a traves del anélisis
individualizado de los parametros que nos aporta el sistema ISAS®
de PROISER R+D y también de forma conjunta mediante el estudio
de subpoblaciones espermaticas, para lo cual utilizamos un
procedimiento compuesto por un agrupamiento no jerarquico inicial

mediante el método de las K-means, para posteriormente aplicar el
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algoritmo de agrupamientojerarquico aglomerativo de Ciampi et al.

(2007). La aproximacion a la
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relacion existente entre la congelabilidad de los eyaculados y las
caracteristicas que éstos presentan en cada una de las pruebas
realizadas, se ha efectuado analizando la respuesta que a ellas han
tenido los eyaculados clasificados en funcion de su capacidad de
congelaciéon (buena, media 0 mala congelabilidad), asi como por
medio de coeficientes de correlacion y analisis de regresion maltiple.
Dentro de la bateria de pruebasque habitualmente se realizan de forma
rutinaria a un eyaculado, la concentracion, la normalidad morfoldgica
de las células y la integridad dela membrana plasmatica y la de la
acrosomica fueron en este estudio las mas relacionadas con la
capacidad de criopreservacion, presentando coeficientes de
correlacion de hasta r=0,677 en el caso de la concentracion del
eyaculado. La utilizacion de este tipo de pruebas de rutina resultd muy
interesante, ya que consiguio explicar por medio del analisis de
regresion multiple un 55,6 % de la variabilidad post descongelado a
partir de las tresprimeras variables de las cuatro citadas. En cuanto al
estrés osmatico, la respuesta al ORT resultd mas determinante que la
del HOST, tanto por haber conseguido detectar de una forma mas
eficiente una respuestaestadisticamente diferente de los grupos de
buenos, medios y malos congeladores, como por presentar una mayor
relacién con los indices postdescongelacion calculados, mostrando
coeficientes de correlacion contodos ellos en un rango que oscila de
r=0,412 a r=0,557. Sin embargo, y apesar de la importancia de
adaptacion de la célula a las variacionesosméticas del proceso de
criopreservacion, en la supervivencia espermatica al mismo, no
pudimos determinar, a partir de estas pruebas, méas de un 21,6 % de la
variabilidad mostrada por las muestras seminales descongeladas. Por
su parte, la termorresistencia no parece ser una pruebarecomendable
para tratar de estimar la congelabilidad de los eyaculados, puesto que
a medida que avanza el tiempo de permanencia a 39 °C, se ven
disminuidos tanto los coeficientes de correlacién como el porcentaje
de variabilidad que es posible explicar por medio de la regresion
maltiple (deun 25,8 % en el T1,5a un 12,6 % en el T7). En cambio,

el sometimiento de las muestras seminales a un descenso brusco de
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conferir a las muestras una mayor resistencia al choque a frigore,
permitiapasar de resultados no mas importantes que los del resto de
pruebas a, posiblemente, los mas interesantes, tanto respecto al
comportamiento de los grupos establecidos en funcidn de su aptitud
frente a la criopreservacion, 292 7. Resumen como en cuanto a los
coeficientes de correlacion obtenidos (llegando a valores de r=0,803)
0 a los resultados recogidos con la regresion maltiple que, con la
inclusion de un Gnico parametro en los modelos establecidos, se
incrementaron de un 29,5 % enel SO, a un 58,3 % en el S5. En el
segundo experimento se recoge en las muestras descongeladas un
incremento con respecto al semen fresco de practicamente todos los
parametros cinéticos (excepto el WOB), caracterizandose aquellos
eyaculados con una mayor capacidad de criopreservacion por
velocidades (VCL, VSL y VAP) significativamente mas elevadas. La
capacidad de prediccion de la congelabilidad que mostraron los
pardmetros cinéticos individualizados, tanto en semen frescocomo en
los diferentes tiempos de incubacion de la termorresistencia no fueron
esencialmente superiores a los obtenidos en el primer experimentocon
esas mismas muestras, si bien destaca la inclusion de la BCF en todos
los modelos de regresion establecidos, sugiriendo una posible
relevancia de este parametro como indicador de la resistencia al
proceso de congelacion/descongelacion. A partir de las caracteristicas
cinéticas de las células después de sufrir un choque por frio se
recogieron coeficientes de correlacion de hasta 0,589, probablemente
por la similitud existente entre el dafio celular provocado por este
choque y el ocasionado por la crio preservacion, si bien, al contrario
que en el primer experimento, a medidaque transcurre la incubacién
todos los indicadores analizados en busca de relaciones con la
congelabilidad van disminuyendo de forma considerable,pasando de
una explicacion maxima de la variabilidad post descongelado del 48,3
% en el S1 a un valor minimo de 7,9 % tras el S5. La determinacion
de subpoblaciones se efectu6 a partir de los valores de los parametros
cinéticos de las muestras recién recogidas (T0), agrupando a los
espermatozoides en tres subpoblaciones (SP1, SP2 y SP3) con
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caracteristicas cinéticas diferenciadas, de modo que en la SP1 se
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incluyeron las células que presentaban movimientos progresivos y una
altavelocidad lineal, en la SP2 las que describen trayectorias sinuosas
y mostraban una velocidad circular elevada, mientras que la SP3
engloba espermatozoides con unos parametros cinéticos degradados.
El porcentajerelativo de estas subpoblaciones varia tanto tras el
proceso de crio preservacion, incrementandose la SP1 y
disminuyendo la SP3, como con la termorresistencia,
caracterizandose por un aumento de la SP1 y una disminucion de las
otras dos, aunque la SP3 sufre un incremento considerable en el T7,
asi como tras los choques por frio, con los que sufreun incremento
espectacular la SP2 y un descenso la SP1 y la SP3. No obstante, a
partir de la variacion de estas subpoblaciones no se obtuvo unamejor
prediccion de la congelabilidad que con los parametros cinéticos
analizados de forma individual, ni en el TO, ni en la termorresistencia,
ni mediante los choques por frio, con explicaciones maximas de la
variabilidad post descongelado de un 7,8, un 10,3 y un 24,7 %,
respectivamente, si bien se deduce a partir de las correlaciones
calculadas, la importancia de un determinado tipo de movimiento
espermatico, fundamentalmente tras el choque por frio, como se
evidencia en lascorrelaciones positivas con la congelabilidad de la
SP2 y las negativas de la SP1. Atendiendo a la importancia mostrada
por el choque a frigore en cuanto a una posible prediccion de la
congelabilidad de un eyaculado, se desarroll6 un tercer experimento
con el n de ahondar en algunos aspectos que pueden incidir en la
resistencia espermatica al enfriamiento, 293 como el estado de
maduracion espermatica, el plasma seminal (PS) y el diluyente
comercial empleado en la dilucion de las muestras, ademas de
determinar la influencia sobre la supervivencia espermaética a la
criopreservacion del incremento de la resistencia al frio generado al
aumentar el tiempo de incubacién previo. Para analizar la influencia
de la presencia de gotas citoplasmaticas como indicadora de
inmadurez, se evalué a lo largo de treshoras de incubacién a 20 °C la
variacion porcentual, con respecto a los valores del eyaculado, que

experimentaban los espermatozoides vivos clasificados como
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categorias morfologicas, concluyendo que la presencia de una gota
citoplasmética en la estructura de células eyaculadas puede ser
consideradaun indicador de inmadurez, como consecuencia de la
menor sensibilidad mostrada por éstas frente al choque por frio, lo cual
seria indicativo de queno han sufrido los procesos de maduracion
epididimaria que incrementan la susceptibilidad al descenso térmico,
que tienen lugar en las porciones distales del cuerpo del epididimo vy,
por tanto, tampoco los que acontecen en una zona posterior, con las
posibles repercusiones negativas que ello tendria sobre la fertilidad.
Por otra parte, para analizar la influencia del diluyente comercial
empleado asi como de la presencia del PS, se dividio la fraccion rica
de los eyaculados empleados en seis porciones, tresdiluidascon BTS y
las otras tres con MR-A, y en cada caso a una de las tres le fueretirado
el PS por centrifugacién en un primer momento tras la eyaculacion, a
la segunda instantes antes de realizar cada choque y la tercera
permanecio en contacto con él durante toda la prueba, concluyendoque
tanto la composicion del diluyente comercial empleado como la
presencia del PS en las muestras incluyen de forma determinante en
la resistencia celular; asi, la utilizacion de MR-A result6 mucho méas
adecuada que la de BTS para este n, posiblemente por el contenido en
BSAY cisteina del primero, y también resulté conveniente la presencia
de plasma seminal, pues se obtuvieron mayores porcentajes de
integridad de las membranas acrosomica y plasmatica a partir de la
hora de incubacion en las muestras que se mantuvieron en contacto con
él, pero mostrando unatendencia a empeorar si el PS continuaba
durante la realizacion de los choques a frigore. Por ultimo, al
modificar el protocolo de crio preservacion aumentando el periodo de
estabilizacion a 15 °C de 3 horas a6, 12 y 24 horas, se observé un
notable incremento en la resistencia de lasmembranas plasmatica y
acrosomal, tanto al choque por frio como al proceso completo de
congelacion/descongelacion, a medida que aumentaban las horas de
permanencia a la citada temperatura, si bien no seria positivo llegar
hasta las 24 horas, a tenor del marcado descenso en lamovilidad
espermatica observado en este punto, tanto tras el choque y trasla crio
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preservacion, asi como por el manifiesto descenso en la calidad de
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las muestras seminales por el mero hecho de mantenerlas en

refrigeraciondurante tanto tiempo (2).

2.2.2 Anélisis de trabajos de investigacion

X. Barriga. et.al (34) El objetivo fue evaluar las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y yema de huevo como crioprotectores no
penetrantes ensemen de caballo peruano de paso. Se colectaron cuatro
machos adultos. Previo a su traslado al laboratorio se prediluyo con
dilutor. En el laboratorio la muestra se dividié en dos partes. A la
primera se le adiciono LDL y al segundo yema de huevo.
Posteriormente, el congelamiento se realiz6 con vapores de nitrégeno
liquido. Se evaluaron los parametros de calidad seminal: motilidad,
concentracion, integridad de membrana, funcionabilidad de la
membrana (HOST) y morfologia espermatica. Estos parametros
seminales fueron comparados con ANOVA. Los resultados indican
que la calidad seminal en las muestras criopreservadas con LDLs son
superiores (p<0,05) a las criopreservadas con yema de huevo. La
motilidad progresiva post-descongelado fue 48,9% y 27,5%, a los 20
minutos de incubacion fue 38,2% y 19,3%; para LDL y yema de
huevo, respectivamente. La conclusion, la calidad del semen
criopreservado con LDL fue superior al semen criopreservado con
yema de huevo (34).

N.den Daas (35)Dice que la posibilidad de una penetracion exitosa
del ovocito y el desarrollo subsecuente del cigoto en una gestacion
depende delas contribuciones del lado materno y paterno, asi como, en
los animalesdegranja, variables como la gestion de la granja, el técnico
y la temporada,etc. Para estudiar la verdadera relacion entre las
caracteristicas del semen y la fertilidad del padre, es decir, la
contribucion paterna a una gestacion exitosa, estas variables deben ser
consideradas. Antes de la penetracion delos ovocitos, la contribucién
paterna depende de la calidad de la poblacionde espermatozoides
dentro del aparato reproductor femenino; calidad de esperma
extrinseca. Las caracteristicas del semen que pueden estar
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relacionadas con la calidad intrinseca del esperma son la motilidad, la
integridad de la membrana, la integridad del acrosoma y la capacidad
de
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unirse a la zona pelucida. Después de la penetracion de los ovocitos,
la contribucidn paterna al potencial de desarrollo del embridn depende
enteramente de la calidad del espermatozoide que penetra; calidad
intrinseca del esperma. Las caracteristicas de los espermatozoides
relacionadas con esta cualidad intrinseca, como el grado de
condensacion del ADN, son relativamente nuevas y su valor
predictivo para la probabilidad de una gestacion exitosa aun no se
comprende completamente (35).

M. L. W. J. Broekhuijse (36) Menciona que la calidad del esperma
a menudo se evalla a través del analisis de semen asistido por
computadora(CASA) y es un indicador de la fertilidad del verraco. El
objetivo de esta investigacion fue estudiar la relacion entre los
parametros de motilidad CASA y los resultados de fertilidad en
cerdos. Se utilizaron registros de inseminacion y pardmetros de semen
de un total de 45,532 eyaculados recolectados durante un periodo de
3 afios. EI modelo estadistico para el analisis de los datos de fertilidad
de estas inseminaciones incluyé factores relacionados con la
productividad de las cerdas. La varianza relacionada con el semen y
el verraco (efecto directo del verraco) se corrigié por los efectos del
verraco individual, la linea genética del verraco, la edad del verraco,
los dias entre eyaculaciones, el numero de espermatozoides en un
eyaculado, el numero de espermatozoides en una dosis de
inseminacion yuna estacion de IA. La varianza restante se analizé si
los pardmetros de motilidad del semen tenian un efecto significativo.
(P<0.05) efectos de la motilidad progresiva, la velocidad curvilinea y
la frecuencia cruzada del latido sobre la tasa de partos (FR). La
motilidad total, la trayectoria promedio de velocidad, la velocidad en
linea recta y la amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza
afectaron (P<0.05) el numero total de lechones nacidos (TNB). Los
parametros relacionados con el semen y el verraco explicaron el 5,3%
de lavariacionen FR y el 5,9% de la variacionen TNB. Los parametros
de motilidad, medidos por CASA, explicaron el 9% de la variacion
relacionada con el semen y el verraco en FR y el 10% de la variacion
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relacionada con el semen y el verraco en el TNB. El verraco
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individual y la linea genética del verraco afectaron (P<0.0001) la
variacionen FR y TNB. Sin diferencias (P> 0.05) entre los efectos de
las estacionesde 1A sobre el resultado de la fertilidad, lo que subraya
la objetividad del sistema CASA utilizado. Los pardmetros de
motilidad se pueden medir conCASA para evaluar la motilidad de los
espermatozoides de manera objetiva. Sobre la base del patron de
motilidad, CASA permite discriminarentre la capacidad fertilizante de
los eyaculados, aunque esto depende de la linea genética del verraco

utilizado en las estaciones de IA (36).
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CAPITULO III
MATERIAL Y
METODOS
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1 Materiales
3.1.1 Localizacién del trabajo
3.1.1.1 Espacial

Se desarrollé con reproductores de la empresa Pig Peru, ubicado
en eldepartamento y region de Arequipa, el trabajo de laboratorio
y evaluacién seminal en la misma region y departamento en
laboratoriosde Los 10 Chanchitos en el departamento y region de
Arequipa, geograficamente ubicado en El departamento de
Arequipa esta ubicado en el sur del pais, con las siguientes
coordenadas geograficas: 70248'15" a 70205'52" de latitud oeste y
14236'06" a 17217'54" de latitud sur, a una altitud de 2466 m.s.n.m a
una altitud de 2466 m.s.n.m (37).

El clima de Arequipa es templado, desértico y con amplitud
térmica moderada por su ubicacion, topografia variada y
diferentes altitudes, su clima es variado, en la sierra el clima es
seco y varia segun la altituddesde célido templado hasta frio
intenso, con una temperatura promedio de 14°C y con
precipitaciones pluviales estacionales que vande 100 a 700 mm al

afo, entre los meses de octubre a marzo (37).

3.1.1.2 Temporal
La evaluacion de la calidad espermatica mediante CASA a
diferentestemperaturas de preservacion se realizé en el laboratorio
de la empresacomercializadora de semen Los 10 Chanchitos
durante los meses de septiembre a noviembre del presente. La
tabulacion analisis y evaluacion de las matrices de datos se
realizd en el Laboratorio de biotecnologia animal perteneciente al
Vicerrectorado de Investigacionde la Universidad Catolica de
Santa Maria.

3.1.2 Materiales bioldgicos
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e Semen preservado de porcino
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3.1.3 Materiales de laboratorio
e Guantes de latex o vinilo sin talco.
e Micro pipeta.
e Termdmetro laser.

e Termostato.

3.1.4 Materiales de campo
e (Céamara fotografica.

e Portatil de Escritorio

3.1.5 Equiposy maquinarias
e CASA Computer-Assisted Sperm Analysis.
e Porta objetos.

e Microscopio Optico.

3.2 Metodos
3.2.1 Muestreo
3.2.1.1 Universo:
Se consideré como universo el total de sachets de semen logrados
a partir de 5 colectas de semen durante el periodo de estudio para
cada uno de los genotipos bajo estudio, totalizando 200 sachets
producidos en la etapa de evaluacién

3.2.1.2 Tamaiio de muestra:
Se analizaron 5 colectas de semen, de cada uno de los 2 genotipos
de verracos a evaluar, del total de sachets diluidos se muestrearon 3
sachets por cada colecta y genotipo, haciendo un total de 30
repeticiones o unidades experimentales de semen fresco

preservado a evaluar.

3.2.1.3 Procedimiento de muestreo
Una vez diluido el semen colectado y envasado para su
preservacion aleatoriamente se selecciond un sachet por colecta
para cada uno de los
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tratamientos y segun genotipo para la correspondiente evaluacion

determorresistencia.

3.2.2 Meétodos de evaluacion
Caracteristicas genéricas del sistema computarizado (CASA).
Los sistemas automatizados actuales sustituyen el sistema perceptivo y
de andlisis de un observador por un sistema electrénico de captura de
imagenesy un software especifico para el analisis computacional de la
informacién, cabe pues hacer algunas consideraciones a ambos

aspectos, los referentes alhardware y al software (38).

El equipo CASA es muy sensible al correcto ajuste del microscopio
(alineado de los anillos de fases, condensador, etc.), por lo que la
revision continuada del estado del microscopio es fundamental para
obtener iméagenes Utiles para analizar. Es necesario disponer de
objetivos con una adecuada apertura numérica, profundidad de campo

y limite de resolucion (39).

Figura N° 3
Diferencias entre las imagenes obtenidas con contraste de fases
positivo (izquierda) y negativo (derecha).
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Fuente CASA, analisis de semen automatizado:
aplicabilidad ytendencias de futuro
(38).

El siguiente componente es la cdmara. Al respecto son dos los
parametros basicos a tener en cuenta, la resolucién y la frecuencia de
captura. Ello haceque no sirva cualquier cAmara y que sea preciso
disponer de una que no solotenga buena resolucion, sino que asegure
una frecuencia de captura constante y de alta velocidad. En cuanto a la
resolucion lo recomendable esque no sea inferior a 768x576 pixeles.
Por lo que se refiere a la frecuencia de captura, cabe sefialar que es un
parametro que va a modificar sensiblemente alguno de los pardmetros
cinéticos que se van a calcular parala determinacion de la velocidad del
movimiento espermatico. En particularuno de dichos parametros, la
velocidad curvilinea (VCL, ver mas adelante) se incrementa
sensiblemente con el incremento de la frecuencia de captura,
acercandose cada vez mas a su valor real (figura 3). Por ello es
recomendable no usar frecuencias de captura inferiores a 50 imagenes

por segundo, analizando no menos de un segundo por analisis (38).

Figura N°4
Trayectoria curvilinea de un espermatozoide a diferentes
frecuenciasde captura.
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Fuente CASA, analisis de semen automatizado:
aplicabilidad ytendencias de futuro
(39).
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El ultimo componente de hardware a considerar es la computadora, que
debedisponer de un procesador de Gltima generacién y un minimo de
4 GB de
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memoria RAM, dependiendo del equipo CASA, para permitir la
necesaria potencia y velocidad de célculo en el proceso analitico.
Algunos de los equipos disponibles en el mercado pueden operar con
distintos sistemas operativos ademas de Windows (Macintosh, Linux)
(39).

Otra herramienta interesante es la conexion a internet, pues alguno de
estossistemas es capaz de trabajar en red, utilizando imagenes que estan
siendo capturadas en otra ubicacion diferente de aquella donde se realiza
el analisis.Centrémonos por ultimo en el software. Como es ldgico este
es el componente principal y donde mayores variaciones pueden
encontrarse entre diferentes sistemas, ya que cada uno parte de una
aproximacion diferente en el disefio de la programacion necesaria para
el andlisis. Los aspectos a valorar son, basicamente, la movilidad, la
concentracion y la morfologia. Seguidamente los trataremos por
separado, para podercomprender cdmo se valoran y cuales son sus
limites (39).

Fundamentos de calculo de parametros (movilidad/concentracion).

Movilidad: Para el analisis de movilidad se captura una secuencia de
imagenes (correspondientes a un campo microscopico), a una velocidad
de captura y durante un periodo de tiempo definidos por el usuario del
equipo.Se repite el proceso en una serie de campos microscopicos
distintos (39).

Tras lasegmentacidn automatica de las imagenes y una vez identificados
lospuntos centrales de las cabezas de los espermatozoides (centroides,
figura 14), en cada una de las iméagenes que constituyen una secuencia
de video, por diferentes algoritmos de calculo se procede al analisis
matematicode la trayectoria descrita por los espermatozoides, en las
diferentes imagenes(39).
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Figura N° 5

Identificacion del centroides de la cabeza del espermatozoide
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Fuente CASA, analisis de semen automatizado: aplicabilidad y

tendencias de futuro (38).

La trayectoria de un espermatozoide se define por la unién de los
puntos correspondientes al centroides de la cabeza en cada una de las

iméagenes dela secuencia de video (38).

Figura N° 6
Reconstruccion de una trayectoria a partir de los centroides de la
cabezade un espermatozoide mavil en la secuencia de iméagenes de

video.

Fuente CASA, analisis de semen automatizado: aplicabilidad y
tendenciasde futuro (38).
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Concentracién: La valoracion de la concentracion puede realizarse
conjuntamente con el andlisis de movilidad, si bien, como indica la
OMS para el analisis seminal humano resulta mas conveniente hacerlo
mediante camaras de recuento de 100 micrometros de espesor, en lugar
de 10 0 20 umde altura como suele ser lo habitual para el andlisis de
movilidad. La razon bésica se debe al volumen de semen evaluado, pues
si se hace con las camaras de movilidad se realiza un rastreo de entre
cinco y diez veces menoscélulas. La forma de subsanar este efecto es
contar mas campos aun usandocadmaras de menor espesor. Por otra
parte, cabe tener presente que, puesto que las células son identificadas
por su luminosidad y que, especialmente con el uso del contraste de fase
negativo, toda particula resulta luminiscente,es muy dificil diferenciar
los espermatozoides de otras particulas. Esto se realiza basicamente
mediante filtros de tamafio y forma, a pesar de ello el nivel de error
puede ser alto si se confunden particulas de fondo como
espermatozoides. Por todo ello, una forma de discriminar realmente los
espermatozoides de otro tipo de particulas es mediante el uso de
tinciones fluorescentes especificas, pudiéndose combinar con la
evaluacion de la vitalidad espermatica. El inconveniente es que se
precisa disponer de un microscopio de fluorescencia con el coste y la

complejidad de uso que ello significa (38).

3.2.2.1 Metodologia de la experimentacion
En granja: la extraccion del semen se realizé en un potro
ubicado en la sala de recoleccion. La sala de recoleccién asegura
las condiciones de higiene y de seguridad tanto para el animal
como parael trabajador durante la recoleccion. Por la “seguridad
del verraco” entendemos toda la actuacion y/o elemento que
evite las caidas y resbalones del animal, asi como su exposicién
a la presenciadel otroverraco. Todo el material que vaya a
recibir y estar en contacto con el semen debe guardar
condiciones indispensables (40).
e Estar aprobado como no espermicida.

e Estar limpio y esterilizado.
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e Estar previamente atemperado a 37°C (40).
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El eyaculado se recoge directamente en una bolsa de plastico
situada dentro de un termo de coleccion para mantener la
temperaturacercana a los 37°C. A la vez sobre el recipiente se
colocé un filtro para que durante la recoleccion se impida la
mezcla de la fraccion espermatica del eyaculado con el gel o
tapioca u otras particulas extrafias. Actualmente, en el mercado
estan disponibles bolsas de recogida de pléastico que llevan el
filtro incorporado. La técnica empleada para la extraccion es la
de “doble guante”, donde elsegundo guante, 0 guante externo,
mantiene limpio el primero o interior hasta el momento
inmediatamente anterior al inicio de la sujecion del pene para

comenzar la recogida (40).

Cuando el animal estuvo sobre el potro, se realizd un vaciado
de la bolsa prepucial, presionando la misma para eliminar los
restos de orina y liquidos prepucial que hubiere. Con cierta
frecuencia se aprovecha este momento del salto para el corte de
pelo presente en la apertura del prepucio. Se limpia la zona con
toallitas desinfectantes que a continuacion se desechan junto al

primer guantede los dos que protegen la mano del operario (40).

Al exteriorizar el glande, el operario sujeto el pene del verraco
sin ejercer una gran presion y de tal forma que sus dedos queden
al bordede la espiral del glande o “tirabuzon”. Esto permite
mediante suavestirones, a extender del todo el pene y colocarlo
en posicién horizontal, posicion que ha de mantenerse a lo largo
del tiempo de eyaculacion. Con eyaculados que tengan
problemas de aglutinaciones conveniente realizar la recoleccion
sobre 100 CC. de diluyente MR-A® a 37°C. Al terminar la
recogida, se desechan el filtro y el segundo guante. De
inmediato, se transporté el eyaculado para su dilucion a
laboratorio (40).
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Las ventajas de la recoleccion de semen sobre 100 cc de

diluyente atemperado son:
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e El semen cae sobre un medio adecuado.

e El diluyente empieza a “trabajar” inmediatamente.

e EI liquido tiene menor variacion de temperatura que
unobjetode plastico u otro material inerte (termo, bolsa
0 vasode recogida).

e Permite alargar el tiempo entre recogida y dilucion del
eyaculado. Sin diluyente, este tiempo no debe ser mayor
de 15 min.

e Disminuye la aglutinacion de los eyaculados (40).

En laboratorio: se realiza una evaluacion seminal para poder
identificar la cantidad de dosis producidas con el eyaculado

obtenidoen la granja Pig Peru (40).

Antes de mezclar semen y diluyente, se debe comprobar que no
exista diferencia de temperatura entre ambos; lo cual se facilita
si durante todo el procedimiento de contrastacion se mantienen
atemperados tanto semen como el diluyente. Afadir
suavemente el eyaculado sobre el diluyente, permitiendo su
mezcla homogénea. Una vez realizada la dilucion, comprobar
la motilidad de la mezcla.Finalmente se envasan las dosis de
semen diluido en las botellas de inseminacion, tubos o blister

identificadas con una etiqueta (40).

De los sachet logrados en cada colecta segin genotipo se

selecciondal azar tres sachets para la someterlos a los diferentes

tratamientos de termorresistencia:

e Tratamiento 1: Temperatura menor a 16 °C

e Tratamiento 2: Temperatura éptima de conservacion de
semenl6 a 18°C

e Tratamiento 3: Temperatura mayor a 18 °C
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Luego cada sachet fue contrastado por el sistema CASA a0,
24, 48y 72 horas para obtener valores de motilidad, morfologia
normal, gota citoplasmaética proximal y distal, cola plegada y

progresividad.

3.2.2.2 Recopilacion de la informacion
a. En el campo: mediante las matrices de toma de datos de
colectas,y registros de los animales en estudio

b. En el laboratorio: Elaboracion de matriz de resultados del
analisis de evaluacién de las muestras seminales preservadas
mediante CASA, en el laboratorio de la empresa
comersializadora de semen Los Dies Chanchitos segun
genotipo. Tabulacion, calculo y anélisis de contrastacion

seminal, asi como la evaluaciénestadistica de los resultados

c. En la biblioteca: revisibn de fuentes bibliograficas

concernientesal tema de estudio

d. En otros ambientes generadores de la informacion
cientifica: Paginas Web, consultas con expertos y otros

medios deinformacion.

3.3 Variables de respuesta
3.3.1 Variables independientes
e Tiempo de conservacion.
e (Genotipo.

e Temperatura de conservacion.

3.3.2 Variables dependientes

e Contrastacion Seminal
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CUADRO N° 01

Cuadro de operalisacion de variables

VARIABLES INDICADORES
Tiempo de conservacion Dias
Genotino Landrace
P Large White
Temperatura de R
INDEPENDIENTES Conservacion Menor <16°C)
Temperatura de Optima 16 - 18°C
Conservacion Mayor (>18°C)
Contrastacion Seminal Movilidad

Morfologia y Normal

Gota citoplasmatica
proximal

DEPENDIENTES Contrastacion Seminal Cola Plegada

Progresividad

3.4 Evaluacion estadistica
3.4.1 Disefio Experimental
3.4.1.1 Unidades experimentales
Cada muestra de semen preservado, fue evaluada como una

repeticion, observacion, o unidad experimental.

3.4.1.2 Andlisis estadistico
Los datos paramétricos resultantes fueron analizados mediante
estadistica descriptiva usando medidas de tendencia central y

dispersion o variabilidad.

Datos no paramétricos fueron evaluados mediante distribucion
de frecuencias, reportando frecuencia observada, relativa y

porcentual.

3.4.1.3 Anélisis de varianza
El anlisis de varianza aplicado para el estudio de la variabilidad
delos datos numéricos obtenidos en el estudio fue el de un
Disefio Bloque Completamente al Azar con arreglo factorial.
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3.4.1.4 Andlisis de significancia
De hallarse valores de probabilidad menores a 0,05 se
aplicé laprueba de TUKEY a un o =0,05.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y
DISCUSION
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Resultados
4.1.1 Motilidad Seminal

Mostramos en la Cuadro Nro. 02 los resultados obtenidos para motilidad segin genotipo y su contratacion por temperatura y

tiempo deconservacion.
CUADRO N° 02

Resultados de Motilidad del semen preservado segun genotipo en distintas temperaturas y tiempos de

conservacion

MOTILIDAD %
Tratamiento T1<16 TO16 -18 T2 >18
Horas 0 24 48 72 0 24 48 72 0 24 48 72
C1 76.10 69.90 6.70 1.50 76.10 68.20 48.70 20.30 76.10 69.90 47.90 37.10
Cc2 90.40 47.90 47.30 31.40 90.40 90.30 81.20 82.80 90.40 92.20 88.00 62.70
c3 82.90 7.50 2.10 1.00 82.90 66.40 69.80 39.30 82.90 96.40 87.70 63.50
LANDRACE (o} 82.90 1.80 2.10 2.60 82.90 73.00 57.10 42.00 82.90 48.90 74.40 90.80
c5 99.10 54.30 12.60 2.50 99.10 87.10 84.00 54.30 99.10 87.70 66.20 78.10
Prom. 86.28 36.28 14.16 7.80 86.28 77.00 68.16 47.74 86.28 79.02 72.84 66.44
DE 8.77 30.03 19.02 13.21 8.77 11.01 15.20 23.07 8.77 19.63 16.73 20.08
Cc1 98.7 32.70 5.30 1.50 98.7 91.40 52.90 94.80 98.7 91.40 49.50 37.40
Cc2 94.90 35.90 34.00 30.70 94.90 92.90 71.00 48.80 94.90 91.80 95.80 84.20
c3 97.10 74.80 38.60 30.60 97.10 86.80 84.30 84.40 97.10 64.20 69.80 77.70
LARGE WHITE C4 83.00 23.40 9.50 10.40 83.00 86.00 86.80 82.80 83.00 89.00 85.50 74.20
c5 95.10 15.30 7.80 2.20 95.10 39.80 83.10 59.90 95.10 91.60 61.80 51.70
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Prom. 93.76 36.42 19.04 15.08 93.76 79.38 75.62 74.14 93.76 85.6 72.48 65.04
DE 6.21 22.93 15.91 14.64 6.21 22.32 14.09 19.05 6.21 12.02 18.46 19.71
72
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Podemos observar en el cuadro N°2 que para la temperatura de
semen preservado <16 (T1) el promedio de motilidad
desciende de 86,28+8,77 % a la hora 0 hasta 7,80+13,21. En
la temperatura optima de preservacion el descenso de la
motilidad fuede:86,28+8,77 hora 0; 77,00£11,01 hora 24;
68,16+15,20 hora 48; 47,74+23,07 hora

72. Asi mismo observamos que para la temperatura de
preservacion mayor a 18°C la motilidad a la hora 0 fue de:
86,2848,77 en tanto a la hora 72 la motilidad fue de
66,44+20,08.

Para el genotipo Large White los valores observados de
motilidad a la hora O fueron 93,76+6,21en los tres tratamientos
observandose que a la hora 72 la motilidad descendia a
15,08+14,64 parael T1; 74,14+19,05 para el TO; 65,04+19,71
enel T3.

Se observa mayor disminucion de la motilidad a la
disminucion de la T1 la que puededeberse a la baja de
temperatura del refrigerador de conservacion, que por la
manipulacion disminuye o aumenta la temperatura interna de

conservacion

CUADRO N°. 03
Evaluacion de la movilidad del semen preservado segun
genotipo y colecta endistintas temperaturas y tiempo de

conservacion

o Tiempo de Temperatura > Tien
Linaje Temperatura B .
Movilidad conservacion Conservacion
F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.
Colecta 1 151 0.24 5.44 0.02 11.18 0.00 1.22 0.36
Colecta 2 0.37 055 30.44 0.00 14.60 0.00 4.16 0.02
Colecta 3 589 0.03 10.35 0.00 5.28 0.01 1.30 0.33
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Colecta 4 6.96 0.02  43.73 0.00 9,51 0.00 5.44 0.01
Colecta 5 441 006 30.24 0.00 23.28 0.00 4.96 0.01

Segun el analisis de la varianza (Cuadro N° 03), la movilidad
del semen se ve influenciada por la temperatura, también se
observa que la movilidad del semen preservado se ve
influenciado por el tiempo de conservacion de la colecta 1 a la
5, mientras que solo se hallo influencia en la movilidad por la
interaccion de la
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temperatura y el tiempo de conservacion en las colectas 2,4 y
5; en las colectas 1 y 3 la movilidad no se vio influenciada por

dicha interaccion.

Barriga M. (31). Dice que teniendo como objetivo laevaluacion
de la calidad de semende Caballo Peruano de Paso crio
preservado con LDL y yema de huevo de gallina, como
crioprotectores no penetrantes especificos, se realizd la
coleccion de semen de 4 caballos Peruanos de Paso. Los
parametros macroscépicos observados obtuvieron como
resultado, volumen promedio 41,5 ml; color y aspecto blanco
lechoso; y pH 7,46 promedio, estos valores no mostraron
diferencia estadistica (p>0,05) entre garafiones. Se observd
mejor calidad seminal en pajillas criopreservadas con
lipoproteinas de baja densidad (LDL) frente a semen
criopreservado con yema de huevo de gallina, existiendo
diferencia estadistica (p<0,05) (31).

Urdiales .G. (2).Al comparar los valores de movilidad en las
dos razas presentes en elestudio (_gura 4.3) se evidencia una
tendencia similar a la observada con el total de los datos,
encontrandonos valores inferiores (p<0,001) en el método
subjetivo a los mostrados con el sistema computarizado, tanto
para la raza Landrace (81,8% frente al92,1 %) como para la
raza Large White (82,5% frente al 90,6 %). Al igual que en la
valoracion general, no se observan diferencias entre la prueba
con estimulacionquimica de la motilidad y la realizada sin
ésta, salvo en la raza Large White, en la quese aprecia un ligero
incremento (p<0,05) en el porcentaje total de espermatozoides
moviles. Como refleja la tabla 4.23, no resultan diferencias
estadisticamente significativas entre los valores medios

obtenidos para los diferentes verracos en la motilidad subjetiva

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v#= . UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

y en la motilidad analizada con el sistema CASA tras la
incubacidncon cafeina. En cambio, en aquellas muestras que
no fueron incubadas con el estimulante de la motilidad, si se
reflejan algunas diferencias (p<0,05) entre unos verracos y
otros, siendo el G2552 el que presenta un valor medio mas bajo
855 %) frente al T475 o al L437 (93,4 y 93,7 %,
respectivamente) (2).
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CUADRO N°. 04

Comparaciones multiples por genotipo, temperatura y tiempo de
conservacion

Temperatura Colectal Colecta2 Colecta3 Colectad4 Colectab

<16 36.472 52.06° 41.822 26.96° 36.11°
>18 64.07° 81.53" 76.35° 74.20 75.30°
16-18 63.50° 87.50° 79.91° 78.58" 78.91°
F= 5.44 30.44 10.35 43.73 30.24
Sig. 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00
Tiempo de

¥ Colectal Colecta2 Colecta3 Colecta4 Colecta5
conservacion

w2 32.10° 56.76 49.412 50.46° 41.45°
48 35.162 69.55% 58.712 52.56% 52.58°
24 64.16° 75.16° 65.98° 53.682 62.63"
0 87.29° 93.31° 90.00P 82.95P 97.10°
F= 11.17 14.60 5.28 9.51 23.28
Sig. 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00

Letras iguales ttos iguales, letras diferentes ttos. diferentes a un 0=0,05.

Segun la prueba de Tukey se muestra que la movilidad del
semen preservado segun genotipo en temperatura optima y
mayor a la optima presenta mayor diferencia en el resultado
con respecto a la movilidad del semen en temperatura menor a
la 6ptima. Asimismo, se obtuvo que la movilidad del semen
preservado segun genotipo presentomayor diferencia a las 0
horas de conservacion en las Colectas 2 y 5 con respecto a las
demas horas de conservacion (24,48 y 72).
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GRAFICO N°. 1
Graéfico de interaccion entre la temperaturay el tiempo
conservacion del semenpreservado segin genotipo en
distintas temperaturas a las 0, 24, 48 y 72 horas en la

Medias marginales estimadas de MovilidadSemana2

100,00~ Temperatura

<16
— 16-18
>18

80,00

60,007

Medias marginales estimadas

40,00

T T T
24 48 72

o -

TiempoConservacion

segunda Colecta

La grafica N°. 1 muestra que en cuanto a la movilidad del
semen en la segunda colectaa una temperatura menor a la
Optima y a las 0 horas se obtuvo el mayor valor, mientrasque el
menor valor se presentd a las 72 horas con una temperatura
menor a la 6ptima.
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GRAFICO N°. 2
Grafico de interaccion entre la temperatura y el tiempo
conservacion del semenpreservado segin genotipo en
distintas temperaturas a las 0, 24, 48 y 72 horas en la

Medias marginales estimadas de MovilidadSemana4

100,00 Temperatura

<16
— 16-18
>18

80,007

60,007

40,00

Medias marginales estimadas

20,00

007

T T T
0 24 43 72

TiempoConservacion
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La grafica N°. 2 muestra que en cuanto a la movilidad del
semen en la cuarta Colecta a una temperatura dptima y mayor
a la 6ptima a las 0 horas se obtuvo el mayor valor,mientras que
el menor valor se present6 a las 72 horas con una temperatura
menor a ladptima.
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GRAFICO N°. 3
Grafico de interaccion entre la temperaturay el tiempo
conservacion del semenpreservado segun genotipo en
distintas temperaturas a las 0, 24, 48 y 72 horas en la

Medias marginales estimadas de MovilidadSemanab
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quinta Colecta

La grafica N°. 3 muestra que en cuanto a la movilidad del
semen en la quinta Colecta a una temperatura Optima y mayor
a la 6ptima a las 0 horas se obtuvo el mayor valor,mientras que
el menor valor se present6 a las 72 horas con una temperatura
menor a ladgptima.
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Mostramos en la Cuadro N°. 05 los resultados obtenidos para morfologia seglin genotipo y su contratacion por temperatura y

tiempo deconservacion.

CUADRO Ne°. 05

Resultados de Morfologia Normal del semen preservado segin genotipo en distintas temperaturas y tiempos de

conservacion

Morfologia Normal%
Tratamiento T1<16 T0 16 -18 T2>18
Horas 0 24 48 72 0 24 48 72 0 24 48 72
Cl | 82.30 | 81.00 | 63.60 | 50.70 | 82.30 | 74.90 | 63.60 | 73.00 | 82.30 | 81.00 | 70.10 | 67.00
C2 | 74.90 | 71.50 | 66.80 | 74.00 | 74.90 | 83.00 | 81.90 | 81.20 | 74.90 | 78.20 | 82.30 | 80.40
C3 | 8350 | 64.10 | 76.00 | 80.80 | 83.50 | 75.90 | 77.30 | 79.80 | 83.50 | 75.40 | 81.70 | 80.50
LANDRACE C4 | 8350 | 78.80 | 7850 | 77.40 | 83.50 | 82.50 | 77.90 | 80.20 | 83.50 | 77.10 | 77.00 | 82.40
C5 | 80.50 | 57.10 | 80.40 | 69.90 | 80.50 | 75.40 | 76.30 | 81.10 | 80.50 | 75.70 | 77.00 | 80.10
Prom | 80.94 | 70.50 | 73.06 | 70.56 | 80.94 | 78.34 | 75.40 | 79.06 | 80.94 | 77.48 | 77.62 | 78.08
DE | 359 | 1001 | 743 | 1181 | 359 | 405 | 693 | 3.44 | 359 | 227 | 490 | 6.26
C1l 90.9 | 83.70 | 71.70 | 69.60 | 90.9 | 85.70 | 89.80 | 88.90 | 90.9 | 85.70 | 81.60 | 82.50
C2 | 79.90 | 90.00 | 82.50 | 72.30 | 79.90 | 91.40 | 90.80 | 75.00 | 79.90 | 81.90 | 82.50 | 84.70
C3 | 80.70 | 70.80 | 77.60 | 72.00 | 80.70 | 72.90 | 81.70 | 71.90 | 80.70 | 78.70 | 81.30 | 78.80
LARGE WHITE C4 | 79.60 | 68.50 | 69.50 | 65.80 | 79.60 | 71.50 | 81.10 | 85.10 | 79.60 | 79.70 | 81.10 | 88.00
C5 | 85.10 | 56.30 | 65.60 | 73.70 | 85.10 | 82.10 | 77.00 | 68.80 | 85.10 | 79.00 | 70.30 | 70.80
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Prom | 83.24 | 73.86 | 73.38 | 70.68 | 83.24 | 80.72 | 84.08 | 7794 | 83.24 | 81 | 79.36 | 80.96

DE | 482 | 1326 | 6.70 | 3.10 | 482 | 847 | 597 | 866 | 482 | 291 | 509 | 6.59
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Podemos observar en el cuadro N°5 que para la temperatura
de semen preservado <16(t1) el promedio de morfologia
normal desciende de 80,94+3,59 % a la hora 0 hasta
70,56+11,81. En la temperatura optima de preservacion el
descenso fue de:80,94+3,59 hora 0; 78,24+4,05 hora
24;75,40+6,93 hora 48; 79,06+£3,44 hora 72. Asi mismo
observamos que para la temperatura de preservacion mayor
a 18°C la Morfologia Normal a la hora 0 fue de: 80,94+3,59

en tanto a la hora 72 la morfologia normal fue de 78,08+6,26.

Para el genotipo Large White los valores observados de
motilidad a la hora O fueron 83,24+4,82 en los tres
tratamientos observandose que a la hora 72 la morfologia
normal descendia a 70,68+3,10 para el T1; 77,94+8,66 para
el TO; 80,96+6,59 en el T3.

Se observa mayor disminucion de la morfologia normal a la
disminucion de la T1 la que puede deberse a la baja de
temperatura del refrigerador de conservacion, que por la
manipulacion disminuye o aumenta la temperatura interna

de conservacion.

CUADRO N° 06
Evaluacion de la morfologia del semen preservado
segun genotipo y colecta endistintas temperaturas y

tiempo de conservacion

Temperatura *

o Tiempo de .
Morfologia Linaje Temperatura . Tiempo
conservacion y

normal Conservacion
F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.
Colecta 1 38.54 0.00 5.32 0.02 13.83 0.00 2.67 0.07
Colecta 2 7.72 0.01 2.97 0.09 1.57 0.25 1.10 0.42
Colecta 3 0.78 0.39 3.58 0.06 8.23 0.00 0.93 0.51
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Colecta 4 2.08 0.17 3.60 0.06 1.47 0.27 0.84 0.56
Colecta 5 0.36 0.56 4.37 0.04 5.52 0.01 2.35 0.10

El Cuadro N°. 3 segln el andlisis de la varianza muestra
que la morfologia normal delsemen solo se ve
influenciada por la temperatura en la Colecta 1 y 5,

también se
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observa que la morfologia nominal del semen preservado se
ve influenciado por el tiempo de conservacion en las
Colectas 1,3 y 5, mientras que no se hallé influencia enla
morfologia nominal por la interaccion de la temperatura y el

tiempo de conservacion.

Rodriguez A (32).obtuvo los siguientes resultados a partir
del semen del eyaculado completo: Motilidad a las O horas
con glicerol 3,8 y con dimetilformamida 2,52 segun la
escala38; Motilidad a las 2 horas con glicerol 1,8 y con
dimetilformamida 0,68 seglnla escala38, Viabilidad 45,22%
y 33,70%; Integridad membrana plasmatica 43,30% vy
32,76%; Anormalidades de cabeza 5,04% y 7,56%;
Anormalidades de los siguientes resultados a partir del
semen del eyaculado completo: Motilidad a las 0 horas con
glicerol 3,8 y con dimetilformamida 2,52 segln la escala38;
Motilidad a las 2 horas con glicerol 1,8 y con
dimetilformamida 0,68 segin la escala38, Viabilidad
45,22% y33,70%; Integridad membrana plasmatica 43,30%
y 32,76%; Anormalidades de

cabeza 5,04% y 7,56% (32).
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CUADRO N°. 07

Comparaciones multiples por grupo

Temperatura Colectal Colecta2 Colecta3 Colecta4 Colecta5

<16 74.182 76.48 75.68 75.20 71.072
>18 80.13° 80.51 80.07 81.05 77.31°
16-18 81.13° 82.26 77.96 80.17 78.28P
F= 5.32 2.97 3.58 3.60 4.37
Sig. 0.02 0.09 0.06 0.06 0.04
Tiempo de

.. Colectal Colecta2 Colecta3 Colecta4 Colecta5
conservacion

72 86.002 77.40 82.102 81.55 82.802
48 73.402 81.13 79.26° 77.51 74.432
24 82.00° 82.55 72.962 76.35 70.932
0 86.60° 77.40 82.10° 81.55 82.80P
F= 13.83 1.57 8.23 1.47 5.52
Sig. 0.00 0.25 0.00 0.27 0.01

Letras iguales ttos iguales, letras diferentes ttos. diferentes a un a=0,05.
Segun la prueba de tukey B se muestra que la morfologia
nominal del semen preservado segin genotipo en
temperatura optima y mayor a la 6ptima presenta mayor
diferencia en el resultado con respecto a la morfologia
nominal del semen en temperatura menor a la 6ptima en las

Colectas 1 y 5.

Por otro lado, se obtuvo que la morfologia nominal del
semen preservado segln genotipo presenté mayor diferencia
a las 0 horas de conservacion en las Colectas 1, 3y 5 con

respecto a las demas horas de conservacion (24,48 y 72).
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CUADRO N°. 08
Evaluacion de la movilidad del semen preservado segun
genotipo en distintastemperaturas y tiempo de

conservacion

) Tiempo de Temperat
Gota Genotipo conservacion ura*
Temperatura Tiem
po
Cons
ervac
ion
proximal _
F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.
Colecta 1 0.75 040 497 0.03 5.54 0.01 1.15 0.39
Colecta 2 8.18 0.01 44.08 0.00 11.82 0.00 6.90 0.00
Colecta 3 0.00 096 9.25 0.00 2.98 0.07 1.58 0.24
Colecta 4 062 044 9.62 0.00 9.64 0.00 3.86 0.02
Colecta 5 0.63 044 4199 0.00 33.66 0.00 10.48 0.00

Segun el analisis de la varianza (Cuadro N° 08) muestra que
la gota proximal del semen se ve influenciada por la
temperatura, también se observa que se ve influenciadopor el
tiempo de conservacion excepto en la tercera Colecta,
mientras que solo se hallé influencia en la gota proximal por
la interaccion de la temperatura y el tiempo de conservacion
en las Colectas 2,4 y 5; en las Colectas 1 y 3 la gota proximal

no se vio influenciada por dicha interaccion.

Quispe P. (33) en una investigacion similar concluyd que

para el Centro 1, Centro 2 y Centro 3 después de la
descongelacion fueron en motilidad progresiva: 41%, 49% y

46%; en concentracion: 22.25 x106, 27.25 x106, 19.88

x106 espermatozoides por

pajilla (0.5ml); en morfologia total: 22.20%, 17.95% y 22.45%; en
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vitalidad: 55.60%,

55.90% y 52.90%; en integridad de membrana plasmatica:
69.75%, 64.40% y 56.05%Yy en integridad de acrosoma:
3.75%, 4.60% Yy 5.25% respectivamente. Se encontr6é quede
los parametros espermaticos evaluados microscopicos
hubieron diferencias significativas (P<0.05) solo en el
parametro de morfologia total en el Centro de Coleccion 2
con un 17.95%, y en relacion a los parametros funcionales
solo se encontraron diferencias significativas (P<0.05) en el
parametro de integridad de membrana plasmatica en el
Centro 2 con un 64.40%. (33).
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CUADRO N°. 09

Comparaciones multiples por grupo

Temperatura Colectal Colecta2 Colecta3 Colectad4 Colecta5b

<16 5.332 4.80P° 5.01P 7.25P 3.97°
>18 2.70° 1.432 1.982 3.73a 1.552
16-18 3.12° 1.812 2.982 3.882 1.732
F= 4.97 44.08 9.25 9.62 41.99
Sig. 0.03 0.00 0.00 0.00 0.00
Tiempo de

. Colectal Colecta2 Colecta3 Colectad4 Colecta5
conservacion

72 4.66° 3.98°¢ 4.26 5.80¢ 2.41b
48 5.11° 3.06° 3.46 2.762 2.76°
24 3.95° 2.28° 3.68 3.462 3.76°
0 1.152 1.402 1.90 7.80¢ 0.502
F= 5.54 11.82 2.98 9.64 10.48
Sig. 0.01 0.00 0.07 0.00 0.00

Letras iguales ttos iguales, letras diferentes ttos. diferentes a un a=0,05.

Segln la prueba de tukey B se muestra que en la primera
Colecta la gota proximal del semen preservado segln
genotipo en temperatura optima y mayor a la optima presenta
mayor diferencia en el resultado con respecto a la movilidad
del semen en temperaturamenor a la 6ptima, mientras que en
las Colectas 2, 34 y 5 la gota proximal expuesta a
temperatura menor a la 6ptima presenta mayor diferencia en
comparacion a las expuestas a temperatura optima y mayor
a la éptima.

Por otro lado, se obtuvo que la gota proximal del semen
preservado segun genotipo presentdé mayor diferencia a las
72 horas de conservacion en las Colectas 2 y 4 con respecto
a las demas horas de conservacion (0, 24 y 48).
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GRAFICO N°. 4
Grafico de interaccion entre la temperaturay el tiempo
conservacion del semenpreservado segun genotipo en
distintas temperaturas a las 0, 24, 48 y 72 horas en la
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La grafica N°. 4 muestra que en cuanto a la gota proximal
del semen en la segunda Colecta a una temperatura menor a
la 6ptima y a las 72 horas se obtuvo el mayor valor,mientras
que el menor valor se presenté a las O horas con una

temperatura mayor a la 6ptima.
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GRAFICO N°. 5
Gréfico de interaccion entre la temperaturay el
tiempo conservacion del semenpreservado segun
genotipo en distintas temperaturas a las 0, 24, 48 y 72
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La grafica N°. 5 muestra que en cuanto a la gota proximal
del semen en la cuarta Colecta a una temperatura menor a la
optima yalas 72 horas se obtuvo el mayor valor,mientras que
el menor valor se presento a las 48 horas con una temperatura

mayor a ladptima.
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GRAFICO N°. 6
Graéfico de interaccion entre la temperaturay el tiempo
conservacion del semenpreservado segun genotipo en
distintas temperaturas a las 0, 24, 48 y 72 horas en la
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La grafica N°. 6 muestra que en cuanto a la gota proximal
del semen en la cuarta Colecta a una temperatura menor a la
Optima yalas 24 horas se obtuvo el mayor valor,mientras que
el menor valor se presentd a las 0 horas con una temperatura

mayor a la optima.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




. UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

4.1.3 Gota Citoplasmatica Distal
Mostramos en la Cuadro N.°. 10 los resultados obtenidos para Gota Citoplasmatica Distal segin genotipo y su contratacion
portemperatura y tiempo de conservacion.
CUADRON.°. 10

Resultados de Gota Citoplasmatica Distal del semen preservado segun genotipo en distintas temperaturas y tiempos de
conservacion

Gota Citoplasmatica Distal

Tratamiento T1<16 TO 16 -18 T2 >18

Horas 0 24 48 72 0 24 48 72 0 24 48 72

C1 16.20 14.70 29.90 41.20 16.20 21.50 29.90 21.40 16.20 14.70 26.70 25.90

Cc2 24.00 25.60 26.60 19.40 24.00 16.00 16.20 17.00 24.00 20.50 17.00 16.90

c3 15.60 29.20 16.50 13.40 15.60 19.00 20.30 16.00 15.60 23.10 17.10 16.10

LANDRACE c4 73.30 18.90 18.60 8.60 73.30 13.90 19.60 16.80 73.30 19.00 20.40 16.60

c5 12.20 36.50 14.00 25.80 12.20 22.10 21.40 14.30 12.20 21.30 20.40 17.30

Prom 28.26 24.98 21.12 21.68 28.26 18.50 21.48 17.10 28.26 19.72 20.32 18.56

D.E 25.55 8.57 6.81 12.68 25.55 3.52 5.09 2.63 25.55 3.17 3.94 4.13

C1 8.3 7.30 17.30 25.20 8.3 13.20 6.20 6.90 8.3 13.20 16.00 13.20

Cc2 18.50 4.40 11.10 19.70 18.50 7.90 7.60 20.00 18.50 15.90 16.00 12.90

Cc3 16.30 25.90 16.70 20.70 16.30 24.30 16.80 25.10 16.30 18.30 17.30 19.10

LARGE WHITE ca 20.10 25.20 23.70 23.50 20.10 25.60 17.60 12.50 20.10 17.90 17.90 8.20

Cc5 14.10 35.60 29.60 23.60 14.10 16.20 21.40 28.50 14.10 19.20 27.90 27.10

Prom 15.46 19.68 19.68 22.54 15.46 17.44 13.92 18.60 15.46 16.90 19.02 16.10
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| D.E | 460 | 1332 | 712 | 227 | 460 | 749 | 666 | 889 | 460 | 239 | 503 | 7.26 |
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Podemos observar en Cuadro N°10 que para la temperatura de
semen preservado <16(t1) el promedio de gota distal desciende
de 28,26+£25555 % a la hora O hasta 21,68+12,68. En la
temperatura optima de preservacion el descenso fue
de:28,26+25,55 hora 0; 18,50+3,52 hora 24;21,48+5,09 hora 48;
17,10+2,63 hora 72.

Asi mismo observamos que para la temperatura de preservacion
mayor a 18°C la gotadistal a la hora 0 fue de: 28.26+25,55 en
tanto a la hora 72 la gota distal fue de 18,56+4,13.

Para el genotipo Large White los valores observados de gota
distal a la hora O fueron 15,46+4,60 en los tres tratamientos
observandose que a la hora 72 la gota distal 22,54+2,27 para el
T118,60+8,89 para el TO; 10,16£7,26 en el T2.

Se observa mayor diferencia de la gota distal de la T1, la que
puede deberse a la baja de temperatura del refrigerador de
conservacion, que por la manipulacion disminuye o aumenta la
temperatura interna de conservacion.

Urdiales G . (2).Las mayores diferencias se producen después del
choque inicial (S0),con el que todas las categorias cambian de
forma notable, especialmente el grupo

_COLA+GOTA _, que engloba a aquellos espermatozoides que
presentan una torsiona nivel de la cola y, ademas, la presencia de
una gota citoplasmatica distal (GCD), que experimenta un
sorprendente aumento en su porcentaje medio, pasando de un
2,79%a un 22,0 %. Como este incremento puede ser debido a
gue muchos de los espermatozoides integrados en el grupo GD
(formado por los espermatozoides cuya Unica diferencia
morfolégica con los normales es la presencia de una gota distal),
hayan experimentado, como consecuencia del descenso brusco
de temperatura, una torsion de la cola alrededor de la gota
citoplasmatica, a partir de este momento aquellos
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espermatozoides que originariamente pertenecian al grupo
_COLA+GOTA_ seran incluidos para el analisis de los
resultados en el grupo GD, considerando como la caracteristica
Unicamente la presencia de la GCD. Una vez realizada esta
correccion, los datos se recogen en la tabla 4.85, en la que se
comprueba la drastica reduccion del porcentaje de
espermatozoides morfolégicamente normales experimentada
tras el SO, que pasa de un 76,9 11,2% a un 28,6 17,6 %,
porcentaje que va después ascendiendoa medida que transcurre
el tiempo de incubacidn, hasta llegar a valores estadisticamente
similares a los del eyaculado (2).
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CUADRO N°. 11
Evaluacion de la gota distal del semen preservado segun
genotipo en distintastemperaturas y tiempo de

conservacion

_ Tiempo de Temperatura * Tiempo
Gota Genotipo Temperatura . »
_ conservacion Conservacion
distal _ . _ _
F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.
Colectal 45.88 0.00 282 0.10 9.53 0.00 3.94 0.02
Colecta2 995 0.01 0.29 0.75 1.28 0.32 0.67 0.67
Colecta3 1.11 0.31 055 0.59 6.65 0.00 1.15 0.39
Colecta4 242 0.14 0.03 0.96 3.79 0.04 0.00 1.00
Colecta5 145 025 111 0.36 7.79 0.00 2.01 0.15

El Cuadro N°. 11 segun el analisis de la varianza muestra que la
gota distal del semenno se ve influenciada por la temperatura,
también se observa que la gota distal se ve influenciada por el
tiempo de conservacion excepto en la segunda Colecta, mientras
que solo se hallé influencia en la gota distal por la interaccion de
la temperatura y el tiempo de conservacion en las Colecta 1.

Julca, S. (3) Reporta que la implementacién de la inseminacion
artificial (1A) en la selva peruana en pequefias crianzas porcinas
todavia enfrenta ciertos problemas, comola disponibilidad de
semen de buenos reproductores, el empleo de dilutores
comerciales y la falta de técnicos inseminadores. Se utiliz6 un
disefilo completamente al azar, con siete tratamientos y tres
repeticiones, para la contrastacion estadistica entre medias se
utilizoé la prueba de Tukey (p < 0.05), en variables paramétricas
y la pruebade Kruskal Wallis en variables no paramétricas,
procesando los datos con programa INFOSTAT (version libre).
Los resultados muestran que T2 (DAC), tiene un valor aceptable
tanto para la motilidad (63.33%) y viabilidad (55%) para la
conservaciéon desemen porcino a 16°C hasta por 24 horas, asi
mismo, se definié que el T3 (DAC 60%

+ BTS 40%) obtuvo similar motilidad (66%) y de viabilidad
(61.67%) al obtenido porel dilutor comercial (BTS). Asi mismo
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los costos de usar el DAC (T1 =agua de coco puro) para la
conservacion de semen porcino, en refrigeracion a 16°C, resulta
mas econémico (S/. 8.50) que los demas dilutores evaluados.
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CUADRO N°12
Comparaciones multiples por grupo
Tiempo de
y Colectal Colecta2 Colecta3 Colecta4 Colecta5
conservacion
72 22.30° 18.56 18.40° 14.36° 22.76°
48 21.00P 17.95 17.45° 19.63? 22.45P
24 14.10? 15.05 23.307 20.08% 25.15P
0 12.252 20.23 15.952 46.70° 11.482

F= 9.53 1.28 6.65 3.79 7.79
Sig. 0.00 0.32 0.00 0.04 0.00

Letras iguales ttos iguales, letras diferentes ttos. diferentes a un 0=0,05.

Segun la prueba de tukey B se muestra que la gota distal del
semen preservado segun genotipo en la primera Colecta presento
mayor diferencia a las 72 y 48 horas de conservacion con
respecto a las demas horas de conservacion (0 y 24), en la tercera
Colecta se encontré mayor diferencia a las 48 horas, mientras que
en la cuarta Colectala diferencia se encontrd a las 0 horas.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




s . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM -2 DE SANTA MARIA

GRAFICO N°. 7
Graéfico de interaccion entre la temperaturay el tiempo
conservacion del semenpreservado segun genotipo en
distintas temperaturas a las 0, 24, 48 y 72 horas en la
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La grafica N°. 7 muestra que en cuanto a la gota proximal del
semen en la cuarta Colecta a una temperatura menor a la éptima
y a las 24 horas se obtuvo el mayor valor,mientras que el menor
valor se presentd a las 0 horas con una temperatura mayor a la

Optima.
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4.1.4 ColaPlegada

Mostramos en la Cuadro N.°. 13 los resultados obtenidos para Cola Plegada segln genotipo y su contratacion por temperatura y
tiempode conservacion.

CUADRO N° 13

Resultados de Cola Plegada del semen preservado segun genotipo en distintas temperaturas y tiempos de conservacion

Colas Plegadas

Tratamiento T1<16 TO 16 -18 T2 >18
Horas 0 24 48 72 0 24 48 72 0 24 48 72

C1 0.00 0.00 0.30 2.70 0.00 0.00 0.30 0.00 0.00 0.00 0.20 1.80
C2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.30 0.00 0.00 0.00 0.00 2.10
C3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.30 0.00
Landrace C4 2.20 0.00 0.00 0.00 2.20 0.00 0.00 0.00 2.20 0.40 0.00 0.00
C5 0.00 0.00 0.00 0.90 0.00 0.00 0.00 1.80 0.00 0.00 1.00 0.40
Prom | 0.44 0.00 0.06 0.72 0.44 0.00 0.12 0.36 0.44 0.08 0.30 0.86
D.E 0.98 0.00 0.13 1.17 0.98 0.00 0.16 0.80 0.98 0.18 0.41 1.01
C1 0 0.00 0.70 0.00 0 0.00 1.70 0.70 0 0.00 0.00 1.30
C2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
C3 0.00 0.30 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
bﬁ:ﬁg C4 0.30 0.00 0.50 0.00 0.30 0.20 0.00 0.00 0.30 0.00 0.00 0.00
C5 0.00 0.40 0.20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.70 0.00 0.30 0.00 0.60
Prom | 0.06 0.14 0.28 0 0.06 0.04 0.36 0.28 0.06 0.06 0 0.38
D.E 0.13 0.19 0.31 0.00 0.13 0.09 0.75 0.38 0.13 0.13 0.00 0.58
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Podemos observar en el cuadro N°13 que para la temperatura de semen
preservado

<16 (t1) el promedio de cola plagada aumenta de 0,44+0,98
% a la hora 0 hasta 0,72+1,17. En la temperatura optima de
preservacion la variacion de cola cola plegada fue
de:0,44+0,98 hora 0; 0,00+0,00 hora 24; 0,12+0,16 hora 48;
0,36+0,80 hora 72. Asi mismo observamos que para la
temperatura de preservacion mayor a 18°C la colacola
plegada la hora 0 fue de: 0,44+0,98 en tanto a la hora 72 la
gota distal fue de 0,86+1,01.

Para el genotipo Large White los valores observados de gota
distal a la hora 0 fueron 0,06£0,13 en los tres tratamientos
observandose que a la hora 72 la gota distal 0,00+0,00 para
el T10,28+0,38 para el T0; 0,38+0,58 en el T2.

Se observa mayor diferencia de la cola plegada de la T1, la
que puede deberse a la bajade temperatura del refrigerador de
conservacion, que por la manipulacion disminuye oaumenta
la temperatura interna de conservacion.

Urdiales G. (2)En cambio, el porcentaje de espermatozoides
que presentan una gota citoplasmética, ya sea distal o
proximal, se incrementa de forma significativa (p<0,05)
respecto a los valores del semen fresco, en todas las
valoraciones efectuadas tras los choques, alcanzando
maximas de un 54,4 _9,3% en el grupo GD tras el SOy de un
22,0_22,3% en el grupo GP tras el S1. Por su parte, las otras
dos categorias, que encuadran a los espermatozoides con
alteraciones a nivel de la cabeza o de la cola, parten ya de un
porcentaje muy bajo, que se reduce (p<0,05) alin mas tras los
choques,llegando incluso a ser cero en muchos casos (2).
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CUADRO N°. 14
Evaluacion de las colas plegadas del semen preservado
segun genotipo endistintas temperaturas y tiempos de

conservacion

Genotipo Temperatura Tiempo de Temperatura * Tier

Colas conservacion Conservacion
plegadas F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.
Colecta 1 0.07 0.79 0.07 0.93 3.49 0.06 0.87 0.54
Colecta 2 1.31 0.27 0.88 0.44 0.93 0.45 1.07 0.4z
Colecta 3 0.72 0.41 0.84 0.45 0.97 0.43 0.98 0.4¢
Colecta 4 3.02 0.11 0.01 0.99 5.29 0.02 0.05 0.9¢
Colecta 5 1.08 0.32 0.25 0.78 4.55 0.03 1.27 0.34

La Tabla N°. 9 segun el andlisis de la varianza muestra que
la cola plegada del semenno se ve influenciada por la
temperatura, también se observa en las Colectas 4 y 5 las
evaluaciones de las colas plegadas se vieron influenciadas
por el tiempo de conservacion, mientras que no se hallé
influencia en las colas plegadas por la interaccion de la

temperatura y el tiempo de conservacion.

Urdiales, R (33) La capacidad de adaptacion a un estrés
osmético fue valorada por medio de pruebas de HOST (de
30 y 60 minutos de incubacién) y de ORT (de 60 y 120
minutos de incubacidén) con soluciones hiperosmoticas
ajustadas a 100 mOsm/kg,la de adaptacidn a un estrés por
calor, mediante la incubacion de las muestrasseminales
diluidas a 39 °C durante 7 horas, evaluando la integridad de
las membranasplasméatica y acrosomal, asi como el
porcentaje de movilidad (con y sin cafeina) a la hora y media
(T1,5), a las tres (T3), a las cuatro horas y media (T4,5) y a
las siete horas(T7); y finalmente, en la resistencia
espermatica a un descenso brusco de temperatura, se

valoraron esos mismos parémetros tras someter las muestras
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a temperaturas 291 de0 °C durante 5 minutos en diferentes
momentos: a los 10 minutos de comenzar una incubacion a
20°C (S0), alahora (S1), alas dos (S2), alas tres (S3) ya las

cinco horas(S5).
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CUADRO N°. 15

Comparaciones multiples por grupo

Tiempo de Colectal Colecta2 Colecta3 Colecta4 Colecta5

conservacion

72 1.08 0.35 0.00 0.00? 0.73°
48 0.53 0.05 0.51 0.082 0.202
24 0.00 0.00 0.05 0.102 0.112
0 0.0. 0.00 0.00 1.25P 0.002
F= 3.49 0.93 0.97 5.29 4.55
Sig. 0.06 0.45 0.43 0.02 0.03

Letras iguales ttos iguales, letras diferentes ttos. diferentes a un 0=0,05.

Segun la prueba de tukey B se muestra que la cola plegada en
la cuarta Colecta presentémayor diferencia a las 0 horas de
conservacion con respecto a las demas horasde conservacion
(24,48 y 72), mientras que en la quinta Colecta la diferencia

se encontréa las 72 horas.

CUADRO Nv°. 16
Evaluacion de las colas plegadas del semen preservado
segun genotipo endistintas temperaturas y tiempos de

conservacion

Genotipo Temperatur Tiempo de Temperatura * Tiem
Moévil y a conservacion Conservacion
normal F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.
Colecta 1 1.79 020 416 0.04 20.39 0.00 0.52 0.78
Colecta 2 0.05 0.81 30.00 0.00 8.56 0.00 3.78 0.03
Colecta 3 581 0.03 13.33 0.00 7.52 0.01 1.65 0.22
Colecta 4 12.99 0.00 13.20 0.00 0.44 0.72 1.62 0.22
Colecta 5 198 0.18 67.59 0.00 52.37 0.00 8.39 0.00

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

CUADRO N°. 17

Comparaciones multiples por grupo

Temperatura Colectal Colecta2 Colecta3 Colecta4 Colecta5

<16 35.682 41.182 33.462 13.262 27.278
>18 54.30° 72.06° 64.77° 56.01° 62.58°
16-18 52.02° 68.98° 60.48° 51.33° 64.86°
F= 4.16 30.00 13.33 13.20 67.59
Sig. 0.04 0.00 0.00 0.00 0.00
Tiempo de Colectal Colecta2 Colecta3 Colecta4 Colecta5b

conservacion

72 18.232 47.552 39.482 42.86 31.452
48 34.512 59.28° 48.532 42.76 39.782
24 60.20° 63.25° 49.712 42.43 54.81°
0 76.40P 7.90° 73.90b 32.75 80.25¢
F= 20.39 8.56 7.52 0.44 52.37
Sig. 0.00 0.00 0.01 0.72 0.00

Letras iguales ttos iguales, letras diferentes ttos. diferentes a un a=0,05.
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GRAFICO N°. 8
Grafico de interaccion entre la temperaturay el
tiempo conservacion del semenpreservado segun
genotipo en distintas temperaturas a las 0, 24, 48 y 72
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GRAFICO N°. 9
Grafico de interaccion entre la temperaturay el
tiempo conservacion del semenpreservado segun
genotipo en distintas temperaturas a las 0, 24, 48y 72
horas en la quinta Colecta
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4.1.5 Gota Citoplasmatica Distal

Mostramos en la Cuadro N.°. 18 los resultados obtenidos para Progresividad segun genotipo y su contratacion por temperatura y
tiempo de conservacion.

CUADRO N°18
Resultados de progresividad del semen preservado segun genotipo en distintas temperaturas a las 0, 24, 48 y 72 horas
Progresividad
Tratamiento T1<16 TO16-18 T2>18
Horas (] 24 48 72 0 24 48 72 (] 24 48 72

c1 71.40 65.20 | 41.80 | 0.80 | 71.40 | 64.20 | 41.80 | 16.90 | 71.40 | 65.20 | 40.40 | 34.00
c2 85.30 29.20 | 28.80 | 28.70 | 85.30 | 70.00 | 75.50 | 67.80 | 85.30 | 82.80 | 77.60 | 57.20
c3 73.30 6.30 2.10 1.00 | 73.30 | 57.90 | 64.30 | 25.70 | 73.30 | 91.40 | 81.70 | 45.40
Landrace | C4 15.60 1.10 0.00 1.70 | 15.60 | 69.10 | 51.90 | 38.70 | 15.60 | 43.30 | 60.10 | 73.70
c5 99.40 52.20 | 11.30 | 1.20 | 99.40 | 85.00 | 77.70 | 41.70 | 99.40 | 83.50 | 54.00 | 56.60
Prom 69.00 30.80 | 16.80 | 6.68 | 69.00 | 69.24 | 62.24 | 38.16 | 69.00 | 73.24 | 62.76 | 53.38
D.E 31.88 27.96 | 18.01 | 12.31 | 31.88 | 10.04 | 1536 | 19.36 | 31.88 | 19.28 | 17.05 | 14.81
c1 94.7 3270 | 3.70 1.50 947 | 87.40 | 48.90 | 33.60 | 94.7 | 87.40 | 43.90 | 34.90
c2 86.80 30.60 | 31.90 | 29.80 | 86.80 | 88.40 | 61.00 | 46.60 | 86.80 | 82.30 | 79.50 | 76.20
c3 94.10 59.20 | 37.10 | 28.70 | 94.10 | 68.70 | 66.40 | 73.90 | 94.10 | 54.90 | 49.80 | 61.30
";;igti ca 70.70 22.10 | 9.00 590 | 70.70 | 75.00 | 74.70 | 75.40 | 70.70 | 83.70 | 78.20 | 62.80
c5 89.90 13.50 | 1.30 0.70 | 89.90 | 91.40 | 66.00 | 41.20 | 89.90 | 87.40 | 38.60 | 34.70
Prom 87.24 31.62 | 16.60 | 13.32 | 87.24 | 82.18 | 63.40 | 54.14 | 87.24 | 79.14 | 58.00 | 53.98
D.E 9.79 17.19 | 16.68 | 14.68 | 9.79 9.80 9.48 | 19.29 | 9.79 | 13.74 | 19.45 | 18.44
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Podemos observar en el cuadro N°18 que para la temperatura de semen
preservado

<16 (t1) el promedio de progresividad disminuye de 69,00+31,88 % a
la hora 0 hasta 6,68+12,31. En latemperatura optima de preservacion la
disminucion de progresividadfue de:69,00+31,88 hora 0; 69,24+10,04
hora 24; 62,24+15,36 hora 48; 38,16+19,36

hora72. Asi mismo observamos que para la temperatura de preservacion
mayor a 18°Cla progresividad a la hora 0 fue de: 69,00+31,88 en tanto
a la hora 72 la progresividadfue de 53,38+14,81.

Para el genotipo Large White los valores observados de progresividad
a la hora 0 fueron 87,24+9,79 en los tres tratamientos observandose
que a la hora 72 la progresividad 13,32+14,68 para el T154,14+19,29
para el T0;53,98+18,44 en el T2.

Se observa mayor diferencia de la progresividad de la T1, la que puede
deberse a la baja de temperatura del refrigerador de conservacion, que
por la manipulacion disminuye o aumenta la temperatura interna de

conservacion.

CUADRO N°. 19
Evaluacion de la progresividad semen preservado seguin
genotipo en distintastemperaturas y tiempos de conservacion

Genotipo  Temperatura Tiempo de Temp
. - eratur
Progresi conservacion ax*
vidad
Tiemp
o]
Cons
ervaci
on
F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.
Colecta 1 085 037 417 0.04 21.28 0.00 0.54 0.76
Colecta 2 0.16 0.69 46.62 0.00 22.40 0.00 5.87 0.02
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Colecta 3 3.87 0.07 6.28 0.02 5.72 0.01 0.75 0.62
Colecta 4 1591 0.00 20.96 0.00 0.19 0.89 2.48 0.09
Colecta 5 7.63 0.02 50.84 0.00 68.49 0.00 6.96 0.00

Segun el andlisis de la varianza (cuadro N° 19) muestra que la
progresividad del semense ve influenciada por la temperatura, también
se observa que las evaluaciones de la progresividad se vieron
influenciadas por el tiempo de conservacién excepto en la cuarta
Colecta, mientras que solo en la quinta Colecta se hall6 influencia en
la progresividad por la interaccion de la temperatura y el tiempo de

conservacion.
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X. Barriga. et.al (34) en su estudio Los resultados indican que la
calidad seminal en las muestras crio preservadas con LDLs son
superiores (p<0.05) a las criopreservadas con yema de huevo. La
motilidad progresiva post-descongelado fue 48,9% y 27,5%, alos 20
minutos de incubacién fue 38,2% y 19,3%; para LDL y yema de huevo,
respectivamente. La conclusion, la calidad del semen criopreservado
con LDL fue superior al semen criopreservado con yema de huevo
(34).

CUADRO N°. 20

Comparaciones multiples por grupo

Temperatura Colectal Colecta2 Colecta3 Colecta4 Colecta5b

<16 38.972 43.882 37.722 15.762 33.682
>18 58.98P 78.46" 68.98° 61.01° 68.01b
16-18 56.73° 73.17° 65.53° 59.26° 74.03P
F= 4.17 46.62 6.28 20.96 50.84
Sig. 0.04 0.00 0.02 0.00 0.00
Tiempo de Colectal Colecta2 Colecta3 Colecta4 Colecta5b

conservacion

72 20.282 51.05a 39.332 43.03 29.352
48 35.912 59.71° 50.232 46.15 41.48?2
24 67.01° 63.88° 56.402 49.05 68.83°
0 83.05° 86.05°¢ 83.70° 43.15 94.65°
F= 21.28 22.40 5.72 0.19 68.49
Sig. 0.00 0.00 0.01 0.89 0.00

Letras iguales ttos iguales, letras diferentes ttos. diferentes a un a=0,05.

Segun la prueba de tukey B se muestra que la progresividad del semen
preservado seguin genotipo en temperatura optima y mayor a la 6ptima
presenta mayor diferenciaen el resultado con respecto a la movilidad

del semen en temperatura menor a la 6ptima.

Por otro lado, se obtuvo que la progresividad del semen preservado
segun genotipo presentd mayor diferencia a las 0 horas de conservacion
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con respecto a las demas horasde conservacion (24, 48 y 72).
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GRAFICO N°. 10
Gréfico de interaccion entre la temperaturay el tiempo
conservacion del semenpreservado segun genotipo en distintas
temperaturas a las 0, 24, 48 y 72 horas en la segunda Colecta.
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GRAFICO N°. 11
Gréfico de interaccion entre la temperaturay el tiempo
conservacion del semenpreservado segun genotipo en distintas
temperaturas a las 0, 24, 48 y 72 horas en la quinta Colecta
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5. CONCLUSIONES

PRIMERA: No se observo diferencia estadistica significativa
(p>0,05) en las caracteristicas seminales del semen crio
preservado a la evaluacion de la termorresistencia
mediante analisis espermatico asistido por computadora
(CASA) segun genotipo.

SEGUNDA: Las caracteristicas seminales de movilidad, morfologia
normal, gota citoplasmatica proximal, cola plegada, y
progresividad del semen se ven influenciadas
significativamente (p<0,05) por la temperatura menor a
la 6ptima (T<16°C). movilidad, morfologia normal, gota
citoplasmatica proximal, cola plegada, y progresividad
del semen no se ven influenciada significativamente
(p>0,05) a temperatura 6ptima (T 16 — 18°C). movilidad,
morfologia normal, gota citoplasmatica proximal, cola
plegada, y progresividad del semen se ven influenciada a
temperatura mayor a la éptima.

TERCERA: Gota citoplasmatica proximal de semen preservado
segun genotipo presenté mayor diferencia a las 0 y 72
horas de conservacion.

CUARTA: La interaccién de temperatura y tiempo de conservacion
de semen conservado afecta negativamente (p<0,05) en
las caracteristicas seminales evaluadas mediante analisis
espermatico asistido por computadora.
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6. RECOMENDACIONES

1. La temperatura ideal de conservacion para mantener
las caracteristicasseminales optimas debe ser de 16 a 18
ce.

2. No conservar la dosis para IA en un refrigerador de uso
doméstico, a 4 C°por el shock térmico por la baja
temperatura.

3. Las dosis seminales al salir del laboratorio, no se deben
mantener conservadas mas de 48 horas, o deben ser
utilizadas dentro de las mismas.

4. La temperatura de almacenamiento para semen preservado
en refrigeraciondebe ser de no menor a 12C°.

5. No se debe someter al semen preservado de porcino al

shock térmico dealta y baja temperatura.
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CAPITULO VII
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Anexo 3

Informe de resultado de anélisis espermatico

Informe por defecto para ISAS pSus
—  Datos generales
202171108 -
Referencia 00364 Fecha 09:44:35
Oparador GLENY Estado Fresh
Colector LUCERD Ref, Fresco
Sujeto LL-225
Diluyente MR-A Antiox
— Datos andlisis
Volumen eyaculado 230
Vol. diluyente niclal 100
Dilucidn de analisis 1+ 4
—{ Resultado analisis
# % Millenes Miml
Total 36 100,00 48335800 146,45
Ml 287 B290 4007000 121,43
Momal 280 BAST 4030300 122,41
Mavil ¥ normal 240 69,25 3347300 101,43
Prograsividad 284 T338 3547200 107,49
Uil 285  B220 39734,00 120,41
Gotas proximales 2 QA2 387,00 1,20
Gotas distales 54 1561 T546,00 22,87
Colas plegadas 0 0,00 0,00 0,00
— Produccion
Volumen de la dosis an Volumen diluyente 1100
Dosis producidas 23 Esper. Por dosis 3041
Esper. Utilles por
Dilucién 1+ 3 dosis 2500
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