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RESUMEN

Para determinar los parametros morfométricos de la cabeza es-
permatica en semen porcino, asi como evidenciar la presencia
de subpoblaciones espermaticas fueron evaluadas 20 muestras
seminales de 10 verracos Dalland. Sobre semen fresco y refrige-
rado fue evaluada la motilidad, vitalidad, acrosomas alterados y/o
ausentes y anormalidades espermaticas. Mediante el andlisis au-
tomatizado de la morfologia espermatica (ASMA), en frotis tefii-
dos con Hemacolor®, se realizaron las mediciones de la cabeza
espermatica: Longitud (um), Ancho (um), Area (um?), Perimetro
(um) y funcién Largo/Ancho. El efecto del proceso de refrigera-
cién sobre las variables de calidad seminal y morfometria, se
analizaron utilizando el GLM (SAS®) y para identificar las subpo-
blaciones espermaticas, se utilizé el procedimiento FASTCLUS
(SAS®). La refrigeracion a 16°C por 24 horas no afectd las ca-
racteristicas de calidad seminal de los eyaculados, pero si afecté
las caracteristicas morfométricas. La longitud de la cabeza dismi-
nuy6 de 8,82 a 8,71 mm, asi como el perimetro de 30,08 a 29,05
Mm, mientras que aumentaron los valores de ancho (4,36 a 4,45
um) y area (33,13 a 33,14 um?). Se identificaron tres subpobla-
ciones espermaticas, con valores de distribucion de 28,45% para
la subpoblacién 1 (espermatozoides grandes), 51,20% para la
subpoblacion 2 (medianos) y 20,35% para la subpoblacién 3 (pe-
quefos), las cuales se ven alteradas significativamente durante
el proceso de refrigeracion a 16°C.

Palabras clave: Semen, morfometria, refrigeraciéon, subpobla-
ciones espermaticas, verracos.
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ABSTRACT

To determine the morphometric parameters of the sperm head,
and identify the presence of separate sperm subpopulations in
boar semen were evaluated 20 ejaculate samples of 10 boars.
Sperm motility, viability, acrosome integrity and morphological ab-
normalities were evaluated on fresh and cooling semen samples.
By means Assisted Sperm Morphometry Analysis (ASMA), in
slides stained by Hemacolor®, were determined the morphomet-
ric dimensions: Length (um), Width (um), Area (um?), Perimeter
(um), and function Length/Width. Effect of cooling procedure on
variables of semen quality and morphometric parameters were
analyzed using GLM (SAS®). For identify the sperm subpopula-
tions was used FASTCLUS procedure (SAS®). Cooling at 16°C
for 24 hours did not affect the parameters of semen quality, but
affected morphometric characteristics. Sperm head length de-
creased of 8.82 to 8.71 ym, and the sperm head perimeter of
30.08 to 29.05 pym, however, the width (from 4.36 to 4.45 mm)
and area sperm head increased (33.13 to 33.14 ym?). Our results
demonstrated that three separate sperm subpopulations coexist
in boar ejaculates, 28.45% in the subpopulation 1 (larges),
51.20% in the subpopulation 2 (average), and 20.35% in the sub-
population 3 (small). These sperm subpopulation changed their
distribution during cooling process.

Key words: Semen, morphometry, refrigeration, sperm subpo-
pulations, boar.

INTRODUCCION

La valoracién de la morfologia esperméatica ha sido tra-
dicionalmente incluida en el analisis seminal clasico, debido
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a que potencialmente puede determinar las variaciones celula-
res que afectan la fertilidad [12]. A medida que se ha sofistica-
do la tecnologia para estudiar las caracteristicas y funciones
de los espermatozoides en forma individual, se ha hecho obvio
que existe una considerable heterogeneidad [39]. El analisis
computarizado sobre los espermatozoides de una muestra se-
minal es en parte, responsable de la deteccion de esta hetero-
geneidad y esta siendo utilizado actualmente para realizar
evaluaciones seminales con mayor objetividad y sensibilidad
[12, 34]. Esta es una técnica desarrollada como consecuencia
de los avances en el analisis de imagenes computarizadas
[37] facilitando la evaluacién rapida de un gran numero de es-
permatozoides y determinando varios aspectos de la funciona-
lidad espermatica [5, 8, 19], atenuando en gran parte el factor
subjetivo del analisis seminal y garantizando una mejor corre-
lacion con la capacidad fecundante del espermatozoide [21].

Uno de los aspectos que considera esta técnica es la
morfologia espermatica. El andlisis automatizado de la morfo-
logia espermatica (Automated Sperm Morphology Analysis
-ASMA-) provee una determinacién de las dimensiones y la
forma del espermatozoide (morfometria) de una manera mas
objetiva y reproducible [5, 13, 23] siendo utilizada desde hace
algun tiempo en forma rutinaria para determinar problemas re-
productivos en hombres [23, 36] y en forma experimental, para
determinar las dimensiones individuales de los espermatozoi-
des en bovinos (Bos taurus) [15, 17, 34], caballos (Equus ca-
ballus) [14], caprinos (Capra hircus) [13, 16], ciervo rojo ibérico
(Cervus elaphus hispanicus) [9] y conejos (Oryctolagus cunicu-
lus) [12]. El estudio sobre la morfometria espermatica en cer-
dos ha sido muy limitado [20, 29, 39], a pesar de que los resul-
tados obtenidos al relacionar la morfometria espermatica y el
potencial de fertilidad de una muestra seminal han sido prome-
tedores [4, 6].

Aplicando procedimientos estadisticos como el analisis
multivariado de agrupamiento de observaciones a los resulta-
dos obtenidos del ASMA, ha sido posible determinar la exis-
tencia de subpoblaciones de espermatozoides en un mismo
eyaculado de varias especies [30, 31, 32], asi como, se ha
conseguido medir las dimensiones de las cabezas espermati-
cas en espermatozoides de machos fértiles y sub-fértiles [35,
39]. EI ASMA también ha sido de suma importancia para de-
mostrar el efecto de la criopreservacion sobre las dimensiones
de la cabeza espermatica del toro [18], humano [38], caprinos
[17], caballo [2] y ciervo rojo [9].

Los objetivos de esta investigacion fueron: (1) determi-
nar los parametros morfométricos de la cabeza de los esper-
matozoides del semen de reproductores porcinos, obtenidos
de eyaculados frescos y refrigerados durante 24 horas, (2) evi-
denciar la presencia de subpoblaciones espermaticas segun
las dimensiones de la cabeza del espermatozoide del cerdos,
ademas de [3] identificar los cambios proporcionales de dichas
subpoblaciones en funcion del proceso de refrigeracion a 16°C
por 24 horas.

MATERIALES Y METODOS

Manejo de los Animales y Coleccion de Semen

El estudio se realizé en una granja comercial (PROPOR-
CA) ubicada en el municipio San Francisco del estado Zulia,
Venezuela; coordenadas 10°30'45"N y 71°45'42"0, en una
zona agro-ecolégicamente caracterizada como bosque seco
tropical [10]. Se utilizaron eyaculados pertenecientes a 10 ve-
rracos de 2 afos de edad y de la linea genética Dalland Tem-
po (TOPIGS, Canada), que han sido utilizados con una fre-
cuencia de 2 veces por semana en los Ultimos 12 meses y
mantenidos bajo un ambiente controlado (temperatura
25-28°C y humedad relativa de 60-70%). La extraccion fue ob-
tenida mediante manipulacion manual [24], desechandose vy fil-
trando la fraccion inicial o gelatinosa del eyaculado. El semen
fue evaluado al momento de la coleccion. Se midio su volumen
en una probeta graduada en mL. La motilidad y calidad de mo-
vimientos se valoraron mediante una gota de la muestra sobre
un portaobjetos, previamente calentado en una platina térmica
(Osaka, OK 51, Esparfia) a 37°C, se colocaron cubreobjetos y
se observaron al microscopio binocular (Globe, modelo 1600,
Alemania) con objetivo de 40X. La calidad del movimiento de
los espermatozoides se valor6 y clasifico segun una escala de
0 a 5, donde 0 era movimiento nulo y 5 el movimiento rapido,
progresivo y lineal [28].

La concentracion de espermatozoides/mL se valor6 con
una camara de Neubauer (Hemocitémetro). Para ello se colecto
una muestra de semen de 1 mL que se diluyé a 100 mL con so-
lucién salina formulada espermicida (9 g de cloruro de sodio, 3
mL de formol en 1000 mL de agua destilada). Se contaron los
espermatozoides presentes en 5 de los 25 cuadros de la mis-
ma. El volumen ocupado por los 5 cuadros a contar, multiplica-
do por la dilucién, origina el factor de multiplicacion (5000) y la
concentracion espermatica resulta de la siguiente ecuacion:

Concentracién de espermatozoides/mL = N° de esper-
matozoides contados x 5000.

Los eyaculados que sobrepasaron el minimo de requeri-
mientos establecido en esta granja para su uso en inseminaciéon
artificial (Motilidad >3, contaje total >10x10° espermatozoides),
se diluyeron con el producto comercial MR-A (Kubus, Espafia)
en una cantidad suficiente para que resulte una concentracion
final de 40 x 10° espermatozoides por L, de esta dilucion se to-
maron muestras para realizar extendidos en portaobjetos para
analizar la vitalidad, morfologia y morfometria. Una segunda
toma de extendidos en laminas portaobjetos, se realizé a partir
de muestras de semen diluido tomadas luego de ser envasado
en botellas plasticas desechables para inseminacién de 100 mL
y refrigerado a 16°C por 24 horas. Cada botella contiene una
dosis de 4.000 millones de espermatozoides.

Analisis de la Vitalidad y Morfologia

Estas pruebas fueron realizadas al semen fresco y al se-
men refrigerado a 16°C por 24 horas. Se coloc6 10 yL en un
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portaobjeto atemperado a 37°C en una platina termorregulable
y se mezclaba con 10 yL del colorante eosina-nigrosina [3],
homogenizando suavemente y haciendo un extendido fino (fro-
tis), dejando secar por 30 minutos. Los frotis fueron observa-
dos en el microscopio 6ptico con el objetivo de inmersion de
100X (a 1000X de aumento), para lo cual se contaron un total
de 200 espermatozoides por frotis. El resultado final se expre-
s6 en porcentaje de espermatozoides vivos.

Para el caso de la morfologia, los espermatozoides fue-
ron clasificados segin su apariencia en normales (apariencia
normal) y anormales (con presencia de morfoanomalias) y ex-
presados en porcentaje (%) de espermatozoides anormales.
Estos ultimos incluian: defectos de cabeza (niumero, tamafio y
apariencia), defectos de la pieza intermedia (ubicaciéon y apa-
riencia), anormalidades en el flagelo (nUmero, forma y tamafio),
presencia de gota citoplasmatica proximal (GCP) y distal
(GCD), ademas, se determiné el porcentaje de espermatozoi-
des con alteracion del acrosoma, descrito de manera individual.

Analisis de la Morfometria Espermatica

Para evaluar la morfometria de la cabeza espermatica
se utilizé sobre los extendidos de semen fresco y refrigerado,
la tincion HEMACOLOR (Merck, Darmstadt, Alemania, Cat.
No. 11661). 24 horas mas tarde, las muestras tefiidas fueron
permanentemente fijadas en las laminas portaobjetos con fos-
fato dibutil xileno (DPX). La evaluacion de la morfometria es-
permatica (ASMA) se realizd en el laboratorio de Biologia de la
Reproduccién de la Universidad de Castilla La Mancha, Espa-
fia. El ASMA se realiz6 mediante el modulo de morfometria de
un software disponible comercialmente (Sperm-class
Analyzer®, Microptic, Barcelona, Espafia). Este sistema cons-
ta de un microscopio (Nikon/ Labophot-2, Tokyo, Japon) con
un objetivo de campo claro y una camara de video (Sony/
CCD AVC-D7CE, Sony Corporation, Tokyo, Japon) conectada
a un procesador Pentium de 950 MHz. La intensidad de la
fuente de iluminacion y el desplazamiento de la camara fue
igual para todas las muestras. Las imagenes fueron grabadas
en formato de video y digitalizadas con 256 niveles de grises.
Las dimensiones morfométricas para el largo (L), ancho (W),
area (A), perimetro (P) fueron tomadas de 225-230 imagenes
por frotis (FIG. 1). Este niUmero de imagenes aseguraba un mi-
nimo de 150 medidas de cabeza espermatica por muestra y
aquellas medidas de cabeza inapropiadas fueron excluidas del
analisis. Las células espermaticas se seleccionaron al azar
para el analisis morfométrico. Las medidas de cada cabeza
espermatica de cada verraco en fresco y refrigerado, fueron
guardadas en una base de datos.

Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos fueron analizados mediante el
Statistical Analysis System software 8,2 para Windows (SAS
Inst. Inc.; Carry, NC. EUA, 2002). Los efectos del proceso de
refrigeracion (fresco vs. refrigerado) sobre las variables eva-
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(L) Largo= maxima longitud de la cabeza.

(W) Ancho= minima longitud de la cabeza.

(P) Perimetro= delimitacion de la cabeza.

(A) Area= superficie dentro del perimetro.

* Las unidades de medida de las variables es en
micrometros (um) y para el caso del Area (A)
en micrometros cuadrados (pmz‘).

FIGURA 1. PARAMETROS MORFOMETRICOS EVALUADOS
EN ESTE ESTUDIO / MORPHOMETRIC PARAMETERS EXAMINED
IN THIS STUDY.

luadas de calidad seminal y sobre las dimensiones de la cabe-
za de los espermatozoides (L, W, A, P,) se analizaron en va-
rios eyaculados de cada verraco utilizando el Modelo Lineal
General del Andlisis de la Varianza (Proc GLM). Cuando se
encontraron diferencias entre las medias se cuantifico el efecto
mediante el procedimiento LSMEANS. Del mismo modo y con
el propésito de identificar la presencia de subpoblaciones es-
permaticas en el eyaculado, todas las dimensiones obtenidas
de la cabeza espermatica en las muestras recién colectadas y
refrigeradas de los verracos fueron sometidas a un analisis
multivariado de agrupamiento no jerarquico mediante el proce-
dimiento “FASTCLUS”, el cual agrupa a los espermatozoides
segun sus caracteristicas morfométricas comunes, como se ha
descrito anteriormente al evaluar descriptores de motilidad [31,
32]. Aquellos espermatozoides con dimensiones muy pareci-
das, fueron asignados a un mismo grupo o “cluster”, mientras
que espermatozoides que diferian entre ellos fueron asignados
a un cluster diferente. Para observar la interaccién existente
entre las subpoblaciones espermaticas y tratamiento (fresco y
refrigerado) sobre las dimensiones ya descritas se utilizd de
nuevo el PROC GLM. Del mismo modo, para cualificar la rela-
cion existente entre el proceso de refrigeracion y la frecuencia
de distribucién de los espermatozoides de cada subpoblacién
se analizaron los datos mediante la prueba Ji-cuadrado.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio fueron utilizados verracos de bue-
na calidad seminal, demostrado por el alto porcentaje de es-
permatozoides vivos (>90%) y de motilidad (>3) obtenidos pre-
sentes en los eyaculados muestreados, correspondiendo con
la tasa de 80% de fertilidad de la granja. El porcentaje de es-
permatozoides anormales puede considerarse alto en funcién
de lo recomendado comunmente para verracos bajo condicio-
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nes de clima templado, sin embargo, esta dentro de los valo-
res observados para verracos en condiciones tropicales [11].

Fueron evaluadas un total de 20 muestras (2 por verra-
co) las cuales se caracterizaron por obtener los minimos re-
querimientos de calidad establecidos por la granja (PROPOR-
CA) para poder ser utilizadas en el programa de inseminacion
artificial, esto es, una adecuada motilidad y concentraciéon es-
permatica (TABLA 1). De estas muestras se obtuvieron un total
de 20 extendidos para la evaluacion de la morfologia (vitali-
dad, espermatozoides anormales y acrosomas reaccionados).
La misma cantidad de extendidos fueron utilizados para eva-
luar la morfometria espermatica mediante el ASMA, donde se
registraron 1037 espermatozoides (aproximadamente 200 es-
permatozoides por extendido) en los cuales se cuantificaron
las mediciones de la cabeza espermatica (TABLA I).

La incursion de los sistemas informaticos para el analisis
de imagenes ha hecho que el estudio de la morfologia esper-
matica haya adquirido recientemente una creciente importan-
cia dentro de la evaluacion seminal con miras a dilucidar las
caracteristicas seminales mas directamente relacionadas con
la fertilidad [5, 13, 23]. En este sentido, se han publicado datos
referentes a las dimensiones espermaticas en bovinos [35].
Desde un punto de vista general, la cabeza de un espermato-
zoide de cerdo “normal” mide 8 um de largo y 5 ym de ancho
[7], sin embargo, en la especie porcina existe poca informacion
disponible sobre las caracteristicas morfométricas del esper-
matozoide determinadas por ASMA y sobre los factores que
pueden afectar cambios en esta variable.

Es posible sugerir, en base a estudios previos que las
caracteristicas morfométricas de los espermatozoides de ve-
rraco podrian estar relacionadas con la fertilidad del semen.
En verracos de alta fertilidad (>86%), los espermatozoides pre-
sentan una longitud de 8,97 + 0,02 ym, un ancho de 4,73

0,02 um y un area de 35,1 + 0,02 ym? de la cabeza, siendo es-
tos espermatozoides significativamente menos largos pero
mas anchos que los verracos de menor fertilidad [20]. Otro es-
tudio observé dimensiones de largo, ancho, y area de 8,0 +
0,29 um, 4,0 £ 0,17 ym, y 27,5 + 1,12 um?, respectivamente,
para eyaculados de cerdos [29]; mientras que otros han en-
contrado una media de 8,56 + 1,12 ym y 4,62 + 0,95 ym, para
la longitud y anchura en espermatozoides de cerdos jévenes y
de fertilidad comprobada [39].

El efecto de la refrigeracién a 16°C por 24 horas sobre
las caracteristicas seminales de los verracos se muestra en la
TABLA Il. De los 1037 espermatozoides evaluados, 624 co-
rrespondieron a las muestras provenientes de semen fresco y
413 de semen refrigerado. Puede observarse que el andlisis
detecta diferencias significativas (P<0,05) para los valores de
motilidad, vitalidad y acrosomas reaccionados a favor del se-
men refrigerado; sin embargo, desde el punto de vista técnico
ambos resultados corresponde a valores de semen de gran
calidad y las diferencias estadisticas indican que la refrigera-
cién durante las primeras 24 horas no ejerce un efecto deleté-
reo sobre los parametros de calidad del semen de verraco y
que durante este tiempo ocurre un proceso de estabilizacion
de los espermatozoides. Solo se observa un ligero efecto ne-
gativo sobre el aumento de las anormalidades espermaticas.

El efecto de la refrigeracion en el semen de verraco ha
sido ampliamente discutido [22]. Diferencias en la composicién
bioquimica de la membrana plasmatica y especificamente en
el contenido relativo de fosfolipidos y colesterol estan involu-
cradas en la sensibilidad de los espermatozoides a los proce-
sos de refrigeracion y congelacion seminal [29, 39]. Las carac-
teristicas bioquimicas del diluyente poseen un rol importante
en la viabilidad del semen expuesto a bajas temperaturas du-
rante periodos de tiempo prolongados [1, 22, 33, 40]. Se cono-

TABLA |
CARACTERISTICAS GENERALES Y MORFOMETRICAS DE LOS ESPERMATOZOIDES DE VERRACO /
GENERALS AND MORPHOMETRICS CHARACTERISTICS ON SPERMATOZOA OF BOAR.

Parametro Media Desviaciéon Estandar IC inferior al 95% IC superior al 95%
Conc. Espermatica 68,43 17,24 67,38 69,48
N° de dosis x eyaculado 16,98 4,40 16,71 17,25
Calidad de la Motilidad 3,40 0,19 3,39 3,41
Vitalidad (%) 93,25 10,04 92,64 93,86
Acrosomas Reaccionados (%) 3,12 3,17 2,93 3,32
Espermatozoides Anormales (%) 19,83 10,98 19,16 20,50
Longitud de la cabeza pm 8,81 0,48 8,84 8,78
Ancho de la cabeza ym 4,43 0,35 4,45 4,41
Area de la cabeza ym? 33,48 3,26 33,68 33,28
Perimetro de la cabeza ym 29,54 1,98 29,66 29,42
Funcién Largo/Ancho 1,99 0,16 2,00 1,98

Conc. Espermatica= Expresada en millones de espermatozoides por mL (106/mL). n=1037 espermatozoides. IC= Intervalo de Confianza.
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ce que el diluyente comercial utilizado es capaz de garantizar
una buena calidad seminal, excelente fertilidad y prolificidad
en el semen almacenado bajo refrigeracion hasta por cinco
dias, mientras que la fertilidad empieza a decrecer a partir del
dia siete [25, 26, 27]. En este estudio, la refrigeracion a 16°C
por 24 horas no afect6 las caracteristicas seminales de los
eyaculados muestreados, mas aun, el analisis estadistico fa-
vorece al semen refrigerado, sin embargo, esta situaciéon po-
dria ser debida a la variabilidad de las observaciones y a las
técnicas de evaluacion utilizadas, que estan sujetas a error hu-
mano.

En cuanto al efecto de la refrigeracién a 16°C por 24 ho-
ras sobre las caracteristicas morfométricas (TABLA IIl), puede
observarse igualmente, un ligero cambio en las dimensiones
de los espermatozoides, observandose una disminucién de la
longitud (de 8,82 a 8,71 ym), asi como el perimetro (de 30,08
a 29,05 ym), mientras que aumentaron los valores de anchura
(4,36 a 4,45 ym) y area (de 33,13 a 33,14 ym) de la cabeza
espermatica, lo que indica que la refrigeracion produce una
modificacién de la forma del espermatozoide, evidenciado adi-
cionalmente por la variacion en el perimetro. No existen repor-
tes similares de cambios en las caracteristicas morfométricas
producto de la refrigeracion por cortos periodos de tiempo.

Utilizando las variables de longitud, anchura, area vy peri-
metro se realizé el andlisis de agrupamiento con el procedi-
miento FASTCLUS del SAS® que resulté en la identificacion
de tres subpoblaciones espermaticas presentes en el semen

de los verracos (TABLA V). Puede observarse que el mayor
numero de espermatozoides conforman la subpoblacion nu-
mero 2, que corresponden a los espermatozoides medianos,
seguidos de la subpoblacién 1 (espermatozoides grandes) y 3
(espermatozoides pequefios).

La metodologia para establecer subpoblaciones esper-
maticas ha sido reportada previamente [30, 31, 32] y se basa
en el establecimiento de rangos, denominados grupos o clus-
ters, en funcion de las distancias de puntos medios calculados
en funcion de variables cuantitativas. Este procedimiento ha
sido utilizado para evidenciar subpoblaciones espermaticas en
funcion de caracteristicas de motilidad [31, 32] y de morfome-
tria [35]. Utilizando este procedimiento se logr6é establecer la
presencia de tres subpoblaciones coexistiendo en el semen de
verracos muestreados, donde el 28,45% de los espermatozoi-
des estan incluidos en la subpoblacién 1 (espermatozoides
grandes); la subpoblaciéon 2 contiene el 51,20% (espermato-
zoides medianos) y la subpoblacion 3 representa el 20,35% de
los espermatozoides (espermatozoides pequefios). El origen
de estas subpoblaciones no esté claro, sin embargo, es proba-
ble que esta variabilidad sea producto del proceso de esper-
matogénesis, donde el genotipo del cerdo determinara diferen-
tes grados de maduracién de cada espermatozoide dentro del
epididimo, lo que puede reflejarse en variaciones sutiles en la
morfologia de la célula espermatica [29, 39].

El procedimiento de clusters tiene la desventaja de que
el operador fija el nUmero de subpoblaciones a priori, y es asi

TABLA Il
CARACTERISTICAS SEMINALES EVALUADAS EN MUESTRAS DE SEMEN FRESCO (0 HORAS) Y DESPUES
DE CONSERVADO EN REFRIGERACION A 16°C POR 24 HORAS / SPERM CHARACTERISTICS EVALUATED
IN FRESH SPERM SAMPLES (0 HOURS) AND AFTER COOLING AT 16°C FOR 24 HOURS.

Parametro 0 Horas 24 Horas Pr>F
Media Desviacion Estandar Media Desviacion Estandar
Calidad de la Motilidad 3,40 0,008 3,37 0,009 0,0170
Vitalidad (%) 91,61 0,421 94,97 0,486 <0,0001
Acrosomas Reaccionados 3,80 0,128 1,95 0,148 <0,0001
Espermatozoides Anormales (%) 19,26 0,467 21,70 0,540 <0,0005
TABLA Il

PARAMETROS MORFOMETRICOS ESPERMATICO§ EVALUADOS EN MUESTRAS DE SEMEN FRESCO (0 HORAS)
Y DESPUES DE CONSERVADO EN REFRIGERACION A 16°C POR 24 HORAS / SPERM MORPHOMETRICS PARAMETERS
EVALUATED IN FRESH SPERM SAMPLES (0 HOURS) AND AFTER COOLING AT 16°C FOR 24 HOURS.

Parametro 0 Horas 24 Horas Pr>F
Media Desviaciéon Estandar Media Desviaciéon Estandar

Longitud um 8,82 0,016 8,71 0,019 <0,0001

Ancho pm 4,36 0,010 4,45 0,012 <0,0001

Area pm? 33,13 0,066 33,14 0,076 0,8730

Perimetro um 30,08 0,080 29,05 0,093 <0,0001

Funcién Largo/Ancho 2,030 0,006 1,97 0,007 <0,0001
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TABLA IV
SUBPOBLACIONES ESPERMATICAS (SP) ESTABLECIDAS MORFOMETRICAMENTE EN SEMEN DE VERRACO/
MORPHOMETRIC SPERM SUBPOPULATIONS IN BOAR SPERM.

SP N % Longitud’ Ancho? Area® Perimetro’ L/A®
1 295 28,45 9,20+£0,414 4,750,298 37,27+1,89 30,16+£1,99 1,940,161
2 531 51,20 8,7610,376 4,410,230 33,18%1,20 29,17+1,81 1,990,152
3 211 20,35 8,37+0,397 4,030,247 28,95+1,71 29,59+2,16 2,08+0,166

! Longitud de la cabeza espermatica en um (u = desviacién estandar). 2 Ancho de la cabeza espermatica en um (J + desviacion esténdarg. 3 Area

de la cabeza espermatica en um2 (M £ desviacion estandar). 4 Perimetro de la cabeza espermatica en um (u + desviacion estandar).

largo/ancho (u + desviacién estandar).

Funcion

TABLA 'V
EFECTO DE LA REFRIGERACION A 16°C POR 24 HORAS SOBRE LA DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LAS
SUBPOBLACIONES ESPERMATICAS EN SEMEN DE VERRACO / EFFECT OF COOLING AT 16°C FOR 24 HOURS
ON PORCENTUAL DISTRIBUTION OF SUBPOPULATIONS IN BOAR SPERM.

Subpoblacion 0 Horas 24 Horas Pr>F
% N % N

1. Grandes 28,37 177 28,57 118 <0,01

2. Medianos 55,37 348 44,31 183 <0,01

3. Pequefios 15,87 99 27,12 112 <0,01

como Pefia y col. [29], establecieron cuatro subpoblaciones en AGRADECIMIENTO

base a la morfometria espermatica en semen porcino, mien-
tras que Thurston y col. [39] establecieron 3 subpoblaciones
en el semen de esta especie.

Cuando se evalua el efecto de la refrigeracion sobre la
distribucién de los espermatozoides en las subpoblaciones
(TABLA V), se puede evidenciar que ocurre una migracion
desde la subpoblacion 2 (medianos) hacia la subpoblacién 3
(pequenios), y que la subpoblacién 1 (grandes) permanece
practicamente invariable.

La refrigeracion afecta significativamente la distribucién
de los espermatozoides dentro de las subpoblaciones esper-
maticas, existiendo una variacién de aproximadamente el 11%
de la subpoblaciéon 2 en funcién del aumento de la subpobla-
cién 3, es decir, el proceso de refrigeracion ocasiona disminu-
cion de tamafio de una fraccion importante de la poblacion es-
permatica. No existen reportes similares de cambios en las
subpoblaciones espermaticas establecidas morfométricamente
producto de la refrigeracion por cortos periodos de tiempo.

CONCLUSIONES

La morfometria espermatica determinada mediante el
analisis automatizado de la morfologia espermatica (ASMA),
en conjuncién con las pruebas rutinarias de evaluacion semi-
nal, es capaz de detectar cambios sutiles en los espermatozoi-
des de verraco producto de los procedimientos de preparacion
y almacenamiento para la inseminacién artificial, tanto en la
morfometria individual como en la distribucién de los esperma-
tozoides dentro de subpoblaciones espermaticas.

A la empresa privada PROPORCA por el apoyo en el
desarrollo de las actividades de investigacion y en especial, al
mantenido patrocinio econémico del Consejo de Desarrollo
Cientifico y Humanistico de la Universidad del Zulia necesario
para que las investigaciones del proyecto N°: CC-0003-06 lle-
garan a feliz término.
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