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RESUMEN

El presente estudio se realizo en el distrito de Reque departamento de Lambayeque y el
objetivo fue evaluar el efecto de la temperatura ambiental y frecuencia de coleccién de
semen en la calidad espermatica de cerdos. El experimento uno se realizd en
temperatura ambiental de 29°C a 32°C en época de verano y 20°C a 25°C en otofio a
cada intervalo de temperatura se le asigno tres cerdos de dos afios de edad, hibridos
(Landrace x Belga x Pietrain). En ambos intervalos de temperatura se realizd la
coleccidn del eyaculado por semana de la siguiente forma: a un cerdo se colect6 una
vez por semana; al segundo cerdo dos veces Yy al tercer cerdo tres veces. En el segundo
experimento se acondiciond dos temperaturas ambientales; a un ambiente entre 29°C a
32°C y el otro ambiente entre 20°C a 25°C y a cada intervalo de temperatura se le asigno
2 cerdos hibridos y a uno de los cerdos de cada ambiente se colect6 el eyaculado una
vez por semana Yy al segundo cerdo tres veces por semana. La calidad espermatica fue
evaluada mediante el andlisis de las caracteristicas fisicas del eyaculado como las
caracteristicas espermaticas utilizando las pruebas estadisticas de U-Mann-Whitney,
Kruskal — Wallis y Jonckheere Terpstra, resultando un efecto diferente (p<0,05) por
accion de la temperatura ambiental y frecuencia de coleccion de semen por semana
sobre la motilidad, integridad acrosémica, test de resistencia osmética, concentracion
espermatica y morfoanomalias (cola en latigo) y concluyéndose que la temperatura
ambiental y frecuencia de coleccion seminal tres veces por semana afecto la motilidad
en masa, motilidad individual, concentracion espermatica, integridad del acrosoma, test

de resistencia osmética y morfoanomalia cola en latigo.

Palabras claves: Temperatura ambiental, frecuencia de coleccién de semen, cerdos,

calidad espermatica.
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ABSTRACT

This study was conducted in the district of Reque and Lambayeque objective was to
evaluate the effect of ambient temperature and frequency of collection of semen in the
sperm quality of pigs. The experiment was performed in one ambient temperature of 29
to 32 ° C in summer and autumn 20 to 25 in each temperature range was assigned three
pigs two years, hybrid (x Belgian Landrace x Pietrain). In both temperature ranges
collection ejaculate per week was conducted as follows: a pig was collected once a
week; the second pig twice and three times third pig. In the second experiment it was
conditioned two environmental temperatures; at a temperature between 29 to 32 ° C
and one atmosphere between 20 to 25° C temperature range and each was assigned 2
pigs and one hybrid pigs of each environment ejaculate is collected once a week and
the second pig three times by week. The sperm quality was evaluated by analyzing the
physical characteristics of ejaculate and sperm characteristics using statistical tests of
U-Mann-Whitney, Kruskal - Wallis and Jonckheere Terpstra, resulting a different effect
(p <0.05) per share ambient temperature and frequency of semen collection per week
on motility, acrosome integrity, osmotic resistance test, sperm concentration and
morphological abnormalities (tail whip) and concluded that the environmental
temperature and frequency seminal collection three times a week affection motility
masal, individual motility, sperm concentration, acrosome integrity, strength and

osmotic test morfoanomalia tail whip.

Keywords: ambient temperature, frequency of collection of semen, pigs, sperm quality.
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CAPITULO |
I. INTRODUCCION

La eficiencia reproductiva porcina esta relacionada con buenos manejos en la que se
refiere al ambiente, alimentacion y sanidad; sin embargo cuando la temperatura es
mayor al 29°C, tiende afectar la calidad espermatica (Setchell et al., 1994 y Wiseman
et al., 1988). Este hecho explica las menores tasas de fertilidad que se producen en
porcinos por cambio de estacionalidad, sobre todo en verano (Mackinnon, 2006).
Estudios realizados en cerdos mantenidos en un ambiente con temperatura mayor de
29°C la calidad espermatica fue afectada; disminuyendo la concentracion espermatica
y un incremento de espermatozoides anormales y como consecuencia la tasa de
fertilidad descendi6 (Fuentes et al., 1992).

El efecto fisiologico de la temperatura es explicado por el estrés que provoca al cerdo
debido al incremento del metabolismo caldrico (Malmgren, 1997; Slaweta y Strezezek
1984; Weitze y Petzoldt 1992) y como consecuencia se incrementa el nivel de ACTH,
cuyo efecto se manifiesta en la inhibicion de la sintesis y liberacién de la hormona LH
y FSH que participacion en la espermotogénesis (Hugher y Varley 1984; Daudone et
al., 1993; Setchell et al., 1994), sobre todo en los estadios temprano (Esponda 1985; De
Kretser y Kerr 1994; Hetch 2000), expresado con una alteracion del ciclo espermatico
en el proceso de desarrollo de los espermatozoides (Harrison 1996; Malmgren 1997;
Slaweta y Strezezek 1984).

Por otro lado la mayor frecuencia de coleccion seminal por semana afectan la calidad
espermatica del cerdo, lo que origina una baja eficiencia reproductiva expresada en
infertilidad en la marrana y menor tamafio de camada al nacimiento (Hurtger, 1986).
La calidad espermatica por el incremento de la frecuencia de coleccion seminal por

semana se ve afectada por la menor concentracion espermatica por eyaculado (Mazzarri



et al., 1969), disminucién de las reservas espermaticas (Cérdova et al., 2007) vy el
incremento de morfoanomalias de los espermatozoides (Palacios, 1993).

Se hipotetiza que la temperatura ambiental y la frecuencia de coleccion de semen
afectan la calidad espermatica de porcinos y cuyo objetivo fue:

Evaluar el efecto de la temperatura ambiental y la frecuencia de coleccion de semen
sobre la calidad espermaética de cerdos. El presente estudio se realiz6 en el distrito de
Reque departamento de Lambayeque, lugar donde en época de verano la temperatura
es mayor a 29°C (SENAMHI 2008) y en esta zona las granjas porcinas realizan
inseminacion artificial y la frecuencia de coleccion seminal es de tres veces por semana
y se conoce que la mayor frecuencia de coleccion de semen afecta su calidad (Hurtger,
1986; Mazzarri et al., 1969; Cordova et al., 2007); en consecuencia el efecto sera de
mayor magnitud por la suma del efecto de ambos factores, que podrian ser los
responsables de la baja tasa de fertilidad en las explotaciones que practican la
inseminacion artificial. En el presente estudio la calidad espermatica se evalud
mediante el analisis cléasico estudidndose las caracteristicas fisicas del eyaculado y las
caracteristicas esperméticas como motilidad, concentracion, vitalidad, integridad
acrosomal y morfoanomalias y test de resistencia osmotica. Los resultados fueron
analizados mediante pruebas no paramétricas de U-Mann — Whitney, Janckhere —
Terpstra y Kruskal-Wallis. Esta técnica nos permitié obtener los resultados donde la
temperatura entre 29°C a 30° y la coleccion seminal de tres veces por semana afecto la
motilidad, integridad del acrosoma, test de resistencia osmotica, la morfoanomalia

espermatica con presencia de cola en latigo y la concentracion espermatica.



CAPITULO Il

REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1.1. Mecanismo neuroendocrino en el control de la fisiologia reproductiva

La funcidn reproductiva del verraco esta regulada por el hipotalamo, hipdfisis,
glandula pineal y testiculos (Hughes y Varley, 1984; Anderson y Hafez, 1993).
El hipotdlamo segrega GnRh, que estimula la secrecién de FSH y LH por la
adenohipofisis. La LH actia sobre las células de Leyding, estimulando la
secrecion de testosterona y la FSH actua en el proceso de espermatogénesis. Las
células de Sertoli también permite la conversion de testosterona en estrégenos y
la secrecion de proteinas fijadoras de androgenos (Hughes y Varley, 1984;
Dadoune et al., 1993, Setchell et al., 1994). Las hormonas esteroideas son
sintetizados a partir del colesterol y la biosintesis es regulada por tres sistemas,
AMPc, calcio y el inositoltrifosfato. La sintesis de estas hormonas dependen de
receptores y membrana para FSH, que permite la sintesis de estrogenos y los
receptores del LH facilita la sintesis de testosterona. Las hormonas FSH y LH se
unen a receptores celulares que activan el adenilatociclasa mediante la proteina
“G” estimulante; el receptor activado actua sobre el canal del calcio o
indirectamente sobre el sistema fosfotidilinositol elevando el calcio intracelular;
el AMPc activa a la proteinquinasa A, que hidroliza al colesterol que pasa a las
mitocondrias; estas rupturas de las cadenas laterales del colesterol también son
inducidos por los niveles de calcio alto intracelular y la fosforilacion de las
enzimas. El mecanismo de la sintesis de hormonas esteroideas se inicia por
rompimiento de la cadena lateral para dar origen a la pregnolona y por accion de

las enzimas deshidrogenasas e isomerasas se transforman en progesterona y por

3



accion de la enzima 17f hidroxilasa y 17 deshidrogenasas citoplasmatica la

progesterona se transforma en testosterona (Devlin, 2004).

La testosterona a nivel del cerebro es metabolizada y la enzima aromatasa la
transforma en 17 f estradiol y la reductasa en dehidrotestosterona. También se
forma 17 B estradiol a partir de la pregnolona por accion de la enzima 17
hidrolasa que origina la deshidroespiandrosterona (DEA) y que por accion del
sistema enzimatico de la aromatasa y 17 B reductasa la transforma en 17 8

estradiol. (Devlin, 2004).

La asociacion de proteinas fijadoras de andrégeno y testosterona estimula la
meiosis del espermatocito primario y en consecuencia incrementa la actividad

espermatogénica del testiculo (Hughes y Varley, 1984; Dadoune et al., 1993).

Para el funcionamiento del testiculo relacionado con la espermatogénesis se
requiere de estimulacion hormonal por gonadotropinas hipofisiarias las cuales
son controlados por secreciones pulsatiles de GnRH: Para la espermatogénesis se
necesita testosterona y foliculo estimulante hormona. Las células de Leyding son
estimulados por pulsos de LH hipofisiaria para secretar andrdgenos. Los
andrdgenos producidos se difunden en la célula de Sertoli adyacentes y se
secretan en la sangre donde ejercen retroalimentacion negativa en el hipotalamo
como en la adenohipdfisis. La testosterona también es secretada en el tabulo
seminifero donde es necesario para el mantenimiento de la espermatogénesis. La
FSH interactta con receptores en las células de Sertoli para producir proteina de
unién de andrégeno (ABP), la conversion de testosterona a dihidrotestosterona y
estrégeno, la estimulacion de la espermatogénesis y la secrecion de inhibina. La
inhibina secretada en el torrente sanguineo tiene un efecto de retroalimentacion

negativa sobre FSH (Hafez, 1993).



2.1.2. Espermatogénesis y la maduracion en el epididimo

La espermatogénesis en la especie porcina dura treinta dias y se divide en tres
etapas: Espermatocitogénesis, Meiosis y Espermiogénesis (Esponda, 1985; De
Kretser y Kerr, 1994; Hetch, 2000). En la espermatocitogénesis durante el
desarrollo embrionario, las células germinales primordiales emigran desde la
region del saco vitelino del embridn hacia los formados no diferenciados. Las
células primordiales forman los gonocitos antes de la pubertad y estos gonocitos
forman los espermatogonias tipo AO, y a partir de estas espermatogonias tipo
Al, dividiéndose en espermatogonias tipo A2, A3y A4. La espermatogonia A4
se divide un vez méas para formar espermatogonias intermedios (tipo In) para
luego formar los espermatogonias B. La espermatogonia B se dividen
probablemente dos veces para formar los espermatocitos primarios de carga
diploide y experimentar cambios nucleares progresivos de la profase meidtica
conocidos como proleptoteno, leptoteno, cigoteno, paquiteno diploteno, antes

de dividirse para formar espermatocitos secundarios.

Los espermatocitos secundarios resultantes se dividen una vez més para formar
las células haploides conocidas como espermatides (Hafez, 1993; De Rooij et
at., 2000). Estos procesos corresponden a las fases de meiosis | y meiosis Il lo

que origina el espermatocito primario y secundario (Pinart et al., 1999).

La espermiogénesis tiene cuatro fases, la fase de Golgi, fase de capuchon, fase
acrosomica y la fase de maduracion (De Kretser y Kerr,1994;Robaire 1999) y
durante la formacion de los espermatozoides se originan cambios
morfofuncionales complejos a lo largo de todas las fases de la espermiogénesis

observandose cambios tales como desenvolvimiento del acrosoma y del flagelo,



elongacion del nacleo y condensacion de la cromatina y reorganizacién del

citoplasma y organelos celulares (Pinart et al., 1999).

La fase de Golgi se caracteriza por la formacion de granulos pro acrosomicos
dentro del aparato de Golgi y la unioén de estos granulos en uno solo que dan

lugar a la envoltura nuclear y las etapas tempranas de la formacion de la cola.

El centriolo proximal opuesto al granulo acrosomico puede ser el punto de union

entre la cola con la cabeza.

La fase de encasquetamiento se caracteriza por la adhesion y dispersion del
granulo acrosémico en la superficie del ndcleo de la espermatida. La parte
anterior del nGcleo se cubre por un saco delgado de doble membrana; en la cola
a partir del centriolo central, se alargan mas all& de la periferia del citoplasma
celular, formando el axonema y que a su vez estd formado por dos tubulos

centrales rodeados periféricamente por nueve pares de tubulos.

En la fase acrosémica existen cambios en el ndcleo como condensacién de la
cromatina y modificaciones del nucleo de esferoides alargados y aplanados

donde el acrosoma se encuentra intimamente adherido al ntcleo.

Los cambios morfolégicos del nicleo originan desplazamiento del citoplasma
hacia la parte central del ntcleo donde rodea la parte proximal de la cola en
desarrollo. Dentro de este citoplasma, los microtibulos se unen y forman una

vaina cilindrica (Pinart et al., 1999).
Mecanismo de la motilidad espermatica

Los espermatozoides requieren constantemente ATP para mantener la estructura
celular, la composicion de iones intracelulares y la motilidad. Para la motilidad

de los espermatozoides se utiliza ATP proveniente de la fermentacion de la
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glucosa o fructuosa extracelular a lactato, y si hay oxigeno disponible, la
oxidacion de lactato a CO2 'y H20 (Jones y Bubb 2000; Kamp et al., 2003).
Existen ciertas sustancias en el eyaculado de los verracos que inhiben la via
glucolitica como es el 5a-clorhidrina produciendo la acumulacion de fructuosa
1,6 bifosfato y dihidroxiocetona fosfato, lo cual disminuye la capacidad de los
espermatozoides afectados de generar ATP, a partir de azucares glucolisables

(Jones y Montagne, 1991).

La produccién de ATP en la fase aerobica a partir del lactato se lleva a cabo en
la pieza intermedia del flagelo del espermatozoide, el Unico lugar donde se

encuentran las mitocondrias (Kamp et al., 2003).

Existen otros sustratos energéticos enddgenos como el glicerol 3 fosfato, asi
como otros diglicéridos, triglicéridos y también fosfolipidos de la membrana
que por degradacion produce glicerol 3-fosfato, el cual es rapidamente

metabolizado (Jones y Bubb, 2000).

Existen diversos monosacaridos que pueden ser utilizados para la obtencién de
energia en forma de ATP, necesario para las diversas funciones celulares
(Storey 1975), especialmente la motilidad. Los espermatozoides maduros de
cerdo pueden utilizar diversos sustratos glucosilables (fructuosa, glucosa, etc.),
lactato y en limitados casos, de &cidos grasos de cadena corta como el acetato y
el propionato (Jones y Bubb, 2000). Los iones son reguladores del metabolismo
y de la actuacion de la motilidad los espermatozoides de diferentes especies. La
inhibicién de la motilidad de los espermatozoides de varias especies entre ellos
el cerdo, en el epididimo caudal es atribuible a un pH intracelular acido debido

a la presencia de lactato (Gatti et al., 1993).



La formacion de ATP en los espermatozoides es utilizado como fuente de
energia que sera utilizada para contraer y propulsar al espermatozoide,
encontrdndose una correlacion positiva entre la cantidad de ATP en la célula

espermatica y el movimiento que esta realiza (Aalbers et al., 1985).
2.1.3.Los espermatozoides

Los espermatozoides maduros de los cerdos domésticos son gametos de 45um
de longitud y se distinguen tres partes: la cabeza, el cuello o porcidn de conexion
y la cola (Bonet y Britz 1991). La cola esta formada por tres partes: Intermedia
0 mitocondrial, la principal y la terminal. Las dos caras no son iguales, mientras
que una es plana y la otra presenta una protuberancia apical en forma de semi
luna de unos 04 um, de amplitud (Garner y Hafez, 1996; Bonet y Britz1991). El
cuello de 0.7 um de longitud por 0.5 um de grosor es de forma cénica y de base
mas amplia 1.3 um, se une a la cabeza y la méas estrecha (0.6 um), se une a la
parte intermedia y en la zona mas proxima a la cabeza se puede observar una

protuberancia anular de 0.15 um de diametro (Bonet y Britz1991).

La cola es de forma filamentosa y cilindrica. La zona intermedia tiene una
longitud de 9 um y un didmetro de 0.7 um. La zona principal tiene una longitud
de 26.2 um y un didmetro de 0.4 um y finalmente la zona terminal tiene una

longitud de 0.2 um (Bonet y Britz, 1991).

La membrana del espermatozoide esta subdividida en regiones denominadas
dominios, los cuales presentan diferentes composiciones y funcion a lo largo de
la vida de esta célula. EI mayor dominio en la membrana plasmatica del
espermatozoide de los mamiferos, es la region acrosomal (region apical de la

cabeza) y la segundo, la region post acrosomal (region caudal de la cabeza).



En la cabeza del espermatozoide, la membrana plasmaética esta subdividida en
tres porciones: segmento apical, 6 dominio periférico del acrosoma; segmento
principal, de mayor porcion del acrosoma y segmento ecuatorial 6 dominio
posterior. También es identificado una region o dominio entre el segmento
ecuatorial del acrosoma y el cuello del espermatozoide. La base posterior, en la
unién entre la cabeza y el cuello, es un estrecho paso para el compartimento
citoplasmatico entre la cabeza y la cola del espermatozoide. Por ultimo, la
membrana plasmatica del flagelo esté& subdividida en tres regiones: tercio medio
0 region que contiene la vaina mitocondrial, parte principal, que es una vaina

fibrosa y la pieza terminal (Eddy y O"Brien, 1994).

El sulfato de colesterol, ha sido identificado como un componente membrana
del espermatozoide, y se ha calculado que en el espermatozoide humano, quiza

esta presente en un 20% del acrosoma (Brucker y Lipford, 1995).

La capacitacion espermatica ocurre fisiol6gicamente en el tracto reproductivo
de lahembray es la modificacion post-eyaculatoria de la superficie espermatica.
Algunas de éstas modificaciones son el reacomodo gradual de glicoproteinas
periféricas y una modificacion en la distribucion de fosfolipidos que la integran,
tras un proceso previo denominado maduracion epididimal que ocurre en el
tracto reproductivo del macho y en el cual la membrana espermaética tuvo
modificaciones fisicas, como el reacomodo de proteinas intramembranales, y
quimicas, como la sintesis de colesterol de nuevo, proporcionandole una
estabilidad a la membrana que le permite su conduccion durante el trayecto
hasta el sitio de fertilizacion. Durante la capacitacion, la fluidez de la membrana,
se incrementa en la region acrosomal a diferencia de la region ecuatorial y prost-

acrosomal que permanecen mas estables (Yanagimachi, 1994).



Se sabe que muchos estabilizadores de los sulfatos de membranas son
removidos durante la capacitacion espermatica, la cual requiere un aumento en
los niveles de Cay+ intracelular que al interaccionar con el sulfato de colesterol,
origina una inestabilidad de la membrana iniciando asi la reaccion acrosomal

(Brucker y Lipford, 1995).

La reaccion acrosomal es un proceso fisiologico del espermatozoide que ocurre
durante el proceso de fertilizacion, al hacer contacto con la zona peltcida del
ovocito, y no en otro sitio del tracto reproductor del macho o la hembra en donde
no tiene ninguna funcion, y cuando esto sucede se denomina reaccion acrosomal
espontanea y es considerada como un proceso normal el cual depende de dos
tipos de factores: intrinseco (genética de los verracos, tiempo de conservacion
de los espermatozoides en el epididimo, nutricién, etc.) y extrinsecos
(alojamiento de los verracos, composicion del diluyente para conservar los

espermatozoides, temperatura de conservacion, etc.) (Yanagimachi, 1994).

El proceso de reaccion acrosomal consiste en la formacion de poros que se
producen al fusionarse la membrana plasmatica y la membrana acrosomal
externa del espermatozoide, liberando las enzimas del acrosoma que facilitan la
penetracion de la zona pelucida del ovocito. Posteriormente, la fusion de las
membranas plasmatica y acrosomal externa, origina la formacion de pseudo
vesiculas por un proceso similar al de otros sistemas celulares (Yanagimachi,

1994).

Las alteraciones especificas en la cabeza del espermatozoide y en particular del
acrosoma, pueden interferir en los procesos de capacitacion y reaccion acosomal

(Rillo et al., 1996), siendo la reaccion acrosomal utilizada por varios
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investigadores (Jaiswal et al., 1998; Estaves et al., 1998) como indicador para

evaluar el proceso de capacitacion espermatica.
Los espermatozoides
2.1.4.Los espermatozoides

En los porcinos los primeros eyaculados se presentan entre 5 y 6 meses de edad
coincidiendo con el inicio de la pubertad. En algunos casos la pubertad tarda a
los 8 y 9 meses de edad. De los 8 a 12 meses son considerados post puberales y
a partir de esta edad se consideran completamente maduros o adultos (Martin,

1982; Hughes y Varley, 1984).

El volumen de semen eyaculado en la especie porcina varia entre 200-250 ml
(Martin, 1982) y 150 -300 ml (Garner y Hafez, 1996) y entre 200-300 ml (Pinart
et al., 1999) y entre 50 a 400 ml (Frunza, 2008) con un promedio de 250 ml.
este pardmetro esta sometido a variaciones individuales y ambientales (Setchell
et al., 1994). Entre estas variaciones tenemos el tamafio de las glandulas
seminales y bulbouretrales y el grado de estimulacion sexual alcanzado antes de
la coleccion seminal (Cooper, 1980), otros factores también son importantes
como la edad, raza, frecuencia de coleccién seminal, estado nutricional,
momento de la coleccion seminal, estado de salud y los agentes estresantes

(Fuentes et al., 1992).

El eyaculado del cerdo se distingue tres fases resultantes de las secreciones
procedentes de las diferentes glandulas sexuales accesorias; asi mismo como la
actividad testicular y del epididimo (Pond et al., 1981; Martin, 1982; Buxadé,

2013; Garner y Hafez, 1996).
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Fraccion pre espermatica, formada por las secreciones prostaticas, vesiculas
seminales, glandulas de Cowper o bulbo uretrales. ElI volumen es
aproximadamente 10 ml no contiene espermatozoide, sino que presenta grumos

de textura gelatinosa pero que provienen de las glandulas de Cowper.

Fraccion espermatica (rica en espermatozoides), tiene un volumen de 70 ml
con un color blanquecino y aspecto lechoso, presenta una elevada concentracion
de espermatozoide procedentes de la actividad testicular (0.5x10°-
1x10%spermatozoides/ml) contiene ademas secreciones seminales y de la

prostata.

Fraccion post espermatica (pobre en espermatozoides), constituida por las
secreciones de la prostata y las glandulas de Cowper. El volumen es
aproximadamente de 150 ml, color blanquecino grisaceo y contiene pocos
espermatozoides/ml; pero abundante grumos gelatinosos procedentes de las

secreciones de la prostata y las glandulas de Cowper.

Los porcentajes que intervienen en las diversas glandulas genitales en el semen
del verraco son los siguientes: el testiculo y epididimo de-5%, las vesiculas
seminales de 10-25 %, las glandulas de Cowper de 15-30%, la préstata de 50-
70 % (Martin, 1982; Buxadé, 2013; Setchell et al., 1994; Luke y Coffey, 1994;

Garner y Hafez, 1996).
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Cuadro 1: Composicion quimica del plasma seminal

Componentes Valores Extremos
pH 7.3-7.8
Agua (ml) 94 - 98
Sodio (mg/100 ml) 290 — 850
Potasio (mg/100 ml) 80 - 380
Calcio (mg/100 ml) 2—-6
Magnesio (mg/100 ml) 5-14
Cloro (mg/100 ml) 260 — 430
Zinc (mg/100ml) 8-78
Fructuosa (mg/100 ml) 3-50
Faésforo total (mg/100 ml) 56 — 76
Nitrégeno total (mg/100ml) 335 - 765
Acido lactico (mg/100 ml) 25 -35
Acido citrico (mg/100 ml) 30-330
Inositol (mg/100 ml) 380 - 630
Glicerofosforil colina (mg/100 ml) 110 - 240
Ergotromeina (mg/100ml) 623

Fuente:(Hughes y Varley, 1984).

2.1.5. Métodos de coleccidn espermatica

La coleccidn del semen en el verraco por masturbacion manual requiere de un
guante estéril; este método simula las condiciones de monta natural; durante el
eyaculado el semen es colectado en termos estériles precalentado a 37° C, a fin
de evitar el shock térmico. En el termo es imprescindible colocar una gasa estéril
para eliminar la porcion gelatinosa y colectar la fraccion rica en

espermatozoides (Martin, 1982).

La coleccion seminal se realiz6 por masturbacién manual mediante el método

de mano enguantada descrita y usada por varios autores (King y Mc Pheferson,
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1973 y Buxadé 2013). EI método consiste en presionar en forma manual el
glande del pene del cerdo, seguido de varios movimientos de la pelvis en

direccion anterior y luego el cerdo eyaculé en forma eficaz (Hafez, 1993).

2.1.6. Espermiograma clasico
Es un andlisis que consiste en evaluar la concentracion espermatica, motilidad,
vitalidad, morfoanomalias, integridad acrosomal, test de resistencia osmotica,
pH, densidad y volumen del eyaculado para poder determinar su calidad (Chan

et al., 1985).

2.1.6.1.Volumen, pH y concentracidn espermatica
La baja fertilidad de los verracos estd asociada con un bajo volumen y
concentracion espermatica y posiblemente a defectos en la espermatogénesis o

a una sobreutilizacion del macho (Larsson, 1986; Martinez et al; 1992).

Debe tenerse en cuenta que la frecuencia de coleccion seminal tiene un efecto
significativo, tanto en la concentracién como en el volumen del eyaculado; asi

como en otros parametros de calidad seminal (Kolembrander y Kemp, 1990).

Se considera que el volumen seminal completo eyaculado por un verraco es de
218.8 ml. (Graham et al., 1967); otros autores sostienen que el eyaculado es de

348.5 ml (Hammith y Martin, 1989).

El estudio de la concentracion espermatica es importante para  efectuar
examenes androldgicos y aplicarlo en el campo de la Inseminacion Acrtificial,
para lo cual existe una serie de técnicas como el método fluorométricos,

espectrofotometros y las cAmaras hemocitométricas.

El método hemocitométrico es el mas utilizado por su bajo costo y alta

precision, debido a que se conoce el volumen de la camara y la cantidad de
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espermatozoides se mide directamente. Siendo el método mas preciso presenta
variaciones (£ 10%) entre replicas (Pace, 1980). Estas variaciones se deben a
imprecisiones en la dilucion y la distribucion homogénea de los

espermatozoides en la cdmara.

El método espectrofotométrico es un derivado del anterior, que correlaciona la
concentracion de espermatozoides y el grado de refraccion de luz para realizar
una curva de calibracion para cada verraco y de la concentracion espermatica
del tamafio de los espermatozoides de su forma y de su indice de refraccion,
factores que presentan variaciones individuales. Se describen ciertas
limitaciones (Zaizcidoncha et al., 1994) como la opacidad variable del plasma
seminal porcino y la cantidad de proteinas hidroprecipitables que alteran las

mediciones.

Mediante el método de medicion técnica por técnicas flurométricas del nimero
de células espermaticas por la cantidad de ADN que es medido con gran

precision por un fluorocromo (H 33258) (Wolders, 1991; Evenson et al., 1993).

El contenedor de particulas y las técnicas de analisis automatizadas de imagen
permiten medir espermatozoides por volumen. Este método es econdmicamente
caro y necesita calibrar el instrumental con precision para poder tener un

recuento adecuado.

Un eyaculado completo tiene una concentracion media de 300°000,000 de
espermatozoides por milimetro cibico con un promedio de 60 a 80 x 10°
espermatozoides totales. Estos valores son importantes cuando se usa la
inseminacion artificial permitiendo determinar el nimero de dosis; cada dosis
debe contener de 3 a 5 x 10° espermatozoides en un volumen de 100 ml de

dilucién para garantizar un alto porcentaje de concepcion. Las concentraciones
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promedios de 68.88 x 10° con rango de 26.13 a 116.3 x 10°, superiores a los
observados en otras latitudes (Fuentes et al., 1992). En el tropico, los verracos
presentan un potencial reproductivo mayor, obteniéndose mas dosis seminales

por eyaculado.

La variacion estacional del volumen seminal promedio anual (129.6 ml) de
cuatro razas de cerdos, Landrace, Yorshire, Duroc y Hampshire disminuyé en
los meses de verano a una temperatura mayor de 29°C (Hernandez, 1998).

Igualmente la concentracion espermatica disminuyd en la estacién de verano

cuyo promedio anual fue de 49.3 x 107 células espermaticas por ml.

La concentracion espermatica en el eyaculado del verraco se caracteriza por
tener baja concentracion espermatica por ml. La cantidad de espermatozoide no
estan relacionado directamente con la fertilidad sino con la tasa de dilucion
seminal y el nimero de dosis procesales de un eyaculado (Tardif, 1999). La
concentracion espermatica es una caracteristica muy variable entre individuos
(Singleton y Shelby, 1972) y esta relacionado con la edad del verraco
(Rodriguez y Wallgren, 2000), el ambiente social y la estacion (Trudeau y
Sanford 1986), la concentracidn de espermatozoides fue superior a la reportada
por otros investigadores, para varias razas en diferentes ambientes Wollman et
al., 2002; Strezezek, 2000; Trudeau y Sandorf 1986), cualidades que se
consideran producto de la adaptacion al estrés caldrico y a la seleccion, la
adecuada nutricion y manejo sanitario de los cerdos en la granja comercial
evaluada. Los valores normales del volumen y concentracion de

espermatozoides reportados por varios autores se muestran en el cuadro 7.
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Cuadro 2: Valores normales de volumen y concentracion descritos en la especie

porcina

Eyaculado Vz)rlnulgn &n Ejl(g)ggse:etzrfrf]il?n Fuente
Completo 218.8 540’37 (Graham et al., 1967)
Completo 250 (150-500) 100 (25-300) (Mann y Letwak-Mann, 1981)
Completo 348.5 476’25 (Hammith y Martin, 1989)
Completo 223.42 224’74 (Gatti etal., 1993)
Completo 180 400-600 (Xu etal., 1996)
Fraccién Rica 87.66 1212’32 (Graham et al., 1967)
Fraccién Rica 80.7-87.3 764-770 (Martinez et al. 1992)
Fraccién Rica 108.36+ 3.61 740+ 21.92 (Zaizcidoncha et al., 1994)

En general un eyaculado completo posee una concentracion media de 300,000
espermatozoides por milimetro cubico, con un promedio de 60 a 80 x 10°

espermatozoide por volumen eyaculado.

Estos valores son importantes cuando se realiza la inseminacion artificial
permitiendo determinar el nimero de dosis; cada dosis debe contener 3 a 5 x 10°

espermatozoides para garantizar un alto porcentaje de concepcion.

Los valores de pH en el eyaculado de los cerdos oscila entre 6,5 a 7,5 (Weitze,
2000), otros sectores sostienen que los valores estan entre 7,2 y 7,5 (K6ning, 1979)
igualmente Singleton y Shelby (1972) obtuvieron los mismos valores; Strezezek,

(2000) encontro valores inferiores a los reportados por dichos autores.

El pH en el eyaculado esta determinado por los secreciones de las glandulas

sexuales accesorias (King y McPherson, 2005).

El pH es un indicador de la actividad metabolica de los espermatozoides. Conforme

maduran los espermatozoides en el eyaculado aumentan la produccion de &cido
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lactico y desciende el pH. El semen del verraco tiene un pH variable; en la fraccién
rica en espermatozoides, este varia de 6.8 a 7 y la fase del eyaculado pobre en
espermatozoides su pH es de 7 a 7.8. El pH ligeramente &cido debe interpretarse
como eyaculado de buena calidad, encontrdndose en las mejores condiciones para

su conservacion (Garfen et al., 1993; Rodriguez y Regau, 1995).

2.1.6.2. Motilidad
Existen ciertas sustancias que permite que el espermatozoide regule su motilidad
como el AMPc y otros componentes que se observan en la tabla 8 y reportada por
(Lindemann y Kanous, 1989; Hafez 1993). En la tabla 9, se describe los valores
normales de motilidad, descrita por varios autores. La motilidad es variable y el
rango es de 60 a 85%, el semen de verraco debe tener como minimo 70% de

motilidad (Wolders, 1991; Rodriguez y Riau1995).

En temperaturas mayores de 29°C (verano), se obtuvo motilidad espermaética

menores de 68.1 % (Hernandez, 1998).
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Cuadro 3: Caracteristicas y componentes quimicos del semen del verraco

Valores
Caracteristicas del componente
Extremos

volumen eyaculado (ml) 150 — 200
Concentracion de espermatozoides (millones/ml) 200 - 300
Espermatozoides/eyaculado(miles de millones) 30-60
Espermatozoides moviles (%) 50 - 80
Espermatozoides morfoldgicamente normales (%) 70-90
Proteina (g/100ml) 3-7
Ph 7.3-7.38
Fructuosa (mg/100ml) 9
Sorbitol (mg/100ml) 618
Acido citrico (mg/100 ml) 173
Inositol (mg/100 380 - 630
Gliceril fosforil colina (GPC) (mg/100ml) 110 - 240
Ergiotioncina (mg/100 ml) 17
Sodio (mg/100 ml) 587
Potasio (mg/100 ml) 197
Calcio 6
Magnesio (mg /100 ml) 5-14
Cloruro (mg/100ml) 240 — 430

Fuente: (Hughes y Varley, 1984).
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Cuadro 4: Valores normales de motilidad descrita en las especies porcinas

Motilidad (%) Fuente
87 -91 (Pursel etal., 1984)
74 £4.9 (Strzezek y Skaweta, 1984)
81.4 -825 (Martinez et al., 1992)
78.5 (Galli etal., 1991)
70-90 (Martinez etal., 1992)
83.68 £ 0.91 (Ivanova y Mollova, 1993)
80 (Graham et al., 1967)
76.06 £0.95 (Zaizcidonchaet al., 1994)
73-92.6 (Waberski et al.,1994)
85 (Xu etal., 1996)

2.1.6.3. Morfologia espermética
La frecuencia de coleccion seminal es uno de los factores principales que influyen

en la presencia de gota citoplasmatica (De Vries y Kolembrander, 1990).

La presencia de gotas citoplasmaticas en la célula espermética son indicadores de

madurez espermatica.

Kaplan et al., (1984), sostiene que las gotas citoplasmaticas es de 90% en la
cabeza del epididimo y luego disminuye en el transito del epididimo (70% en la

cola) y en el eyaculado menor de 15%.

Cuando se presentan colas en latigo y en ovillo debido a ciertas alteraciones en el

transito por el epididimo que imposibilita el movimiento del espermatozoide
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(Holt, 1982), mientras que las colas y cabezas sueltas como resultado de la técnica
(Bonet y Britz 1991). Las alteraciones de la cabeza tales como microcefalia,
macrocefalia, cabezas dobles o colas dobles tienen su origen en la

espermatogénesis.

Estas alteraciones son de menor importancia porque su espermiogramas de
verracos normales se ha verificado dichas alteraciones, observandose una buena

motilidad y poseer un acrosoma normal (Trudeau y Sanford, 1986).

Los espermatozoides con morfoanomalias estan en desventaja frente a los
espermatozoides normales en la capacidad fecundante, debido a que tienen
dificultad para transportarse en el tracto reproductivo de la hembra y mayor
probabilidad de muerte embrionaria precoz, procedentes de ovocitos fecundados

por un espermatozoide anormal (Howard et al., 1991).

En la especie porcina se ha encontrado una relacion inversa entre el aumento del
namero de formas anormales y la fertilidad (Larsson, 1986; Gatti et al., 1993;

Martinez et al., 1992; Waberski et al., 1994).

En temperatura de verano entre 37 a 39°C, en promedio se obtuvo

espermatozoides anormales superiores al 17.8% (Hernandez, 1998).
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Cuadro 5: Valores espermaticos descritos en la especie porcina para

morfoanomalias espermaticas

~ GCp - Alteraciones  Alteraciones Total
Citoplasmati Cola (% Fuente
ca Proximal ola (%) Cabeza (%) (%)
1-5 1-5 2-5 (Larsson, 1986)
(Martinez et al., 1992)
2.2-94 4.7-10.5 1.5-1.7
095+1.28  6-46+1.62 21.7+2.43  (Gatti et al., 1993)
7.7 11.16 16.79 (Gallietal., 1991)
(Martinez et al.,
5-10 1992)
23.99 (Zaizcidoncha et al.,
+
99 T 1994
10.48 +0.96 e )
8 (Xu et al., 1996)

2.1.6.4. Acrosoma y vitalidad del espermatozoide

Las malformaciones de los acrosomas son debido a procesos fisiolégicos

(Yanagimachi, 1994), como defectos de engrosamiento acéntrico debido a la

incapacidad de diferenciacion del pro acrosoma y luego a la incapacidad de

colocarse en la superficie del nucleo. Estd alteracion esta ligada a un gen

autosdmico recesivo.

Los factores ambientales como temperaturas de 30-35°C, humedad y falta de

ventilacion alteran la fisiologia del animal y como consecuencia la calidad

espermatica se ve afectada incrementando las anomalias en los acrosomas

(Buxadé, 2013). También se producen alteraciones de acrosomas debido a
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procesos de congelacion y descongelacién en los cambios de presion osmética

por diluciones y centrifugaciones repetidas (Mann y Letwakmann, 1981).

En el Cuadro 6, se describen los valores de acrosomas normales en la especie

porcina.

Cuadro 6: Valores de acrosomas normales descritos en la especie porcina

Acrosomas normales (%) Fuente
86 —91 (Pursel et al., 1984)
90.1+8.3 (Strzezek y Slaweta,1984)
87.7+1.14 (Gatti et al., 1993)
87.1-91.2 (Bamba , 1988)
95 -98 (Martinez et al., 1992) (a)
85 -94 (Martinez et al., 1992) (b))
94.24 +0.37 (Ivanova y Mollova ,1993)
96.2 (Graham et al., 1967)

El porcentaje de vitalidad en otras latitudes fue mayor (Park y Yi, 2002), asi

como en zonas tropicales (Fuentes et al., 1992).

La vitalidad espermatica es una medida importante para estimar la calidad
espermatica y esta caracteristica estd relacionada con la motilidad individual

(Hafez, 1993 y Sorensen, 1982).

2.1.6.5. Metabolismo de los espermatozoides
Los movimientos de los espermatozoides demandan gran cantidad de energia,

siendo el ATP la principal fuente primaria de energia (Salisbury et al., 1978). El
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ATP se produce en las mitocondrias de la porcion intermedia del
espermatozoide y es transportada por los microtubulos del flagelo. El regulador
del metabolismo energético del espermatozoide y del movimiento es el AMPc.
Los espermatozoides carecen de organelos que estan relacionados con el
metabolismo, pero contienen enzimas para llevar a cabo la glucolisis, el ciclo
del &cido tricarboxilicos, oxidacion de &cidos grasos, transporte electronico. En
la glucolisis anaerdbica los espermatozoides hidrolizan glucosa, fructuosa o
manosa a acido lactico; siendo la fructuosa la principal fuente de energia en el
plasma seminal. En la fase aerdbica el lactato o piruvato proveniente de la fase
anaerobica se transforma en CO., agua y ATP, via metabdlica mas eficiente en

la produccion de energia que se lleva a cabo en las mitocondrias (Hafez, 1993).

La energia obtenida es utilizada por la dineina para contraerse y en definitiva
propulsar el espermatozoide, esperandose que el contenido de ATP este

correlacionado con la motilidad espermatica.

Esta hipdtesis ha sido confirmada en la especie porcina (Alberts et al., 1985) y
en el ganado vacuno (Soderquist y Larsson, 1985; Soderquist y Stalhammar,

1991).

2.1.6.6.Enzimas en el metabolismo espermatico
El aspartato aminotranferasa (AST) es una enzima cuya funcion es transferir
grupos amino del aspartato a moleculas de oxaloacetato para formar glutamato.
Esta enzima se encuentra en la mitocondria (ASTm) y citoplasmatica (ASTc)
(Ciereszko et al. 1994). La actividad de esta enzima se localiza en los
espermatozoides, en el liquido epididimo y en las secreciones prostaticas. La

sintesis de esta enzima esta controlada por los androgenos y la enzima (AST)
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esta relacionada con cofactores inorganicos como los iones zinc y magnesio. En
semen fresco de verraco la actividad elevada de AST es un indicador de una
mejor calidad seminal. La actividad AST extracelular es cinco veces superior
en muestras con espermatozoides maviles, contrariamente a los que contienen
espermatozoides inmoviles, significando que la AST estéa relacionada con la

supervivencia espermaética (Cierezko et al., 1994; Zaizcidoncha et al., 1994).

En el plasma seminal del verraco se encuentra una actividad elevada de la
fosfatasa alcalina que supera la actividad de la fosfatasa acida (Graham et al.,

1967).

La acrosina deriva de una proenzima proacrosina, que contiene caracteristicas
similares a la tripsina y se encuentra en la pared acrosomal interna del acrosoma;
teniendo una actividad importante sobre la penetracion del esperma sobre la
zona pelucida del ovocito (Zaneveld, 1976). En la especie porcina el contenido
de acrosina y la fertilidad estan correlacionados (Hammit y Martin, 1989). La
cuantificacion de la acrosina requiere una didlisis previa para la eliminacion de
inhibidores del paso de la proacrosina a acrosina y en semen congelado de
verraco se demuestra que la liberacion de acrosina y AST de la célula
espermatica durante el proceso de congelacién son paralelas y estan altamente

correlacionados.

2.1.6.7.Constituyentes del plasma seminal.

La funcionalidad del espermatozoide depende del medio extracelular y entre
dichos constituyentes del medio que se encuentran cabe destacar el balance

ionico (Crabo et al., 1976).
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a) Sodio y potasio. Estos elementos tienen una gran importancia en el proceso de

regulacion de la motilidad espermaética (Galli et al., 1991).

b) Calcio. El calcio juega un papel muy importante en el proceso de fecundacion
(Yanagimachi, 1994). Interviene fundamentalmente en el proceso de
capacitacion y reaccion acrosomica en la hiperactivacion de la motilidad

(Fraser, 1995).

c) Magnesio. Participa como activador de la acrosina e incrementa la actividad de

la fosfatasa alcalina (Parrish y Polakoski, 1981).

d) Zinc. Tiene una actividad en la estabilizacidn de la cromatina en las propiedades
mecéanicas de las fibras accesorias y en la motilidad de espermatozoide, asi como
en la regulacion de la actividad de ciertas enzimas como la fosfatasa acida y

alcalina (lyer et al. 1988).

2.1.6.8.Test de endosmosis 0 hiposm@tica (host).
El test de endosmosis consiste en someter al espermatozoide a un medio de
presién osmatica mas baja que la fisioldgica, lo que causa una entrada de agua
en la célula en un intento de equilibrar la presién osmotica interna con la del
medio externo dando lugar a un aumento de volumen celular (De Vries y

Ericsson, 1966).

La entrada de agua provoca en esta célula un hinchamiento y enrollamiento del
flagelo. Esta prueba estima la integridad de la membrana espermaética, células
espermaticas con la membrana fisica o funcionalmente dafiada no experimentan
cambios en la forma del flagelo; en cerdos, si la presion osmética es demasiado
baja, la membrana plasmatica se rompe y el flagelo aparece de nuevo recto, se
confundiria con un espermatozoide que ain no ha reaccionado; sin embargo

cuando aumenta el volumen del espermatozoide se debe a una expansion
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esférica de la membrana que cubre la cola originando que el flagelo se enrolle

(Chan et al., 1985).

2.1.6.9.Test de resistencia osmética (ort)

El test se ha desarrollado basado en el porcentaje de espermatozoides que
presentan una alteracion estructural evidente en el acrosoma tras su incubacion
en un medio hiposmético (Schilling et al., 1984), mediante esta técnica nos
permite determinar la calidad espermatica, determindndose la alta correlacion
que existe entre la motilidad y el nimero de acrosomas normales. La reaccion
de los espermatozoides ante una solucion hipoosmotica es un indicador de la
funcionalidad bioquimica de la membrana que se necesita durante la
fertilizacion, la capacitacion, la reaccion acrosomica y la union del
espermatozoides al dvulo (Correa 'y Zavos, 1994). La evaluacion de la integridad
del acrosoma junto con la morfologia espermética y la resistencia osmotica
constituyen las principales pruebas para evaluar la habilidad fecundante de los
espermatozoides (Yeste et al., 2010). La evaluacion de test de resistencia
osmotica de la células espermaticas cuando son expuestas a un medio
hipoosmotico tras una incubacién de 30 minutos y luego se evalla el estado de

los acrosomas (Schilling et al., 1984).

2.1.7. Factores que repercuten sobre la calidad espermatica de los cerdos

2.1.7.1. Efectos estacionales
La temperatura ambiental alta afecta la calidad y la produccion espermatica, con
mucha variabilidad entre individuos y entre eyaculados del mismo individuo,
afectando principalmente el volumen seminal, la motilidad y la morfologia
(Fuentes et al., 1992). El efecto del clima sobre las caracteristicas seminales de
porcinos en una zona de bosque humedo tropical, cuya temperatura media fue de
28.1 °C y la humedad relativa de 82% se seleccionaron diez reproductores

porcinos de la linea comercial Pig entre 12 y 24 meses de edad; asi a cada
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reproductor se le efectud la coleccion seminal por el método manual con
intervalos de siete dias durante treinta semanas, observandose los resultados de
las siguientes caracteristicas seminales: volumen seminal 290.1 ml; pH 7.6;
motilidad individual 94.1%; espermatozoides normales 77.9 %, siendo las
anormalidades de la cabeza 2.6%, anormalidades de la pieza media 16.6% y de
la pieza principal 2.8%; acrosomas normales 88.1%; test de resistencia osmotica
75.7% y vitalidad 91.9%. Estos resultados no tuvieron efectos significativos sobre
las caracteristicas seminales; sin embargo se ha comprobado que en los paises de
clima templado existe un efecto marcado de las estaciones sobre las
caracteristicas seminales de porcinos, en los cuales se observa disminucién del
volumen durante los meses calidos (Kolembrander y Kemp, 1990), disminucion
del nimero total de espermatozoides por eyaculado (Kolembrander y Kemp,
1990; Trudeau y Sandford, 1986), disminucion de la motilidad (Trudeau y
Sandforrd, 1986; Peter, 1980; Hurtger, 1986), aumento de la incidencia de
malformaciones (Malmgrem, 1997; Trudeau y Sandford, 1986), aumento del pH
(Trudeau y Sandford, 1986), aumento de espermatozoides con acrosoma anormal
(Wetterman et al., 1976). Ademés de encontrarse disminucion de la fertilidad
(Naas et al., 2000; Weitze y Petzoldt, 1992 y Chemineau, 1993). Un efecto
negativo de la alta temperatura sobre las caracteristicas seminales de
reproductores porcinos fue encontrado por Fuentes et al., (1992), quien determind
que la temperatura ambiental alta origind un efecto negativo sobre las
caracteristicas seminales de los reproductores porcinos otros autores demostraron
lo contrario a estos resultados (De Serrano et al., 1995; Cameron, 1995; Hurtger
et al., 1980; Mazzarri et al., 1969). El aumento de la temperatura testicular
provoca alteraciones en algunas etapas del ciclo espermatico y por eso este efecto
se alteran algunos tipos celulares, dentro de los que se incluye a los

espermatozoides epididimarios, lo que explica el moderado plazo necesario para
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que se inicie la aparicion de las primeras anormalidades en el eyaculado después
de un estrés térmico (Chemineau, 1993). Los estudios experimentales realizados
por (Wettermann et al.,, 1976), sometiendo a estrés térmico prolongado
demostraron un aumento de la temperatura corporal y de la frecuencia respiratoria
y un deterioro de las caracteristicas seminales durante las primeras semanas, a
partir de la sexta semana. Las altas temperaturas ambientales tienen un efecto
negativo sobre la espermatogénesis, provocando un estado de infertilidad
estacional; el estudio se llevd a cabo en la ciudad de Las Brefias Chaco Argentina
abarcando dos estaciones (verano y otoiio) para lo cual se utilizaran 9 verracos
dividido en tres grupos; el grupo 1 en temperatura confort (20-23°C); el grupo 2
en condiciones climaticas imperantes y el grupo 3, igual que el grupo dos pero
recibieron duchas diarias. La frecuencia de coleccion seminal fue de una
coleccidn por semana encontrandose que el volumen, motilidad y concentracion
espermatica se mantuvieron constante y las alteraciones morfolédgicas de los
espermatozoides fueron significativas, (Gonzélez, 2012). En Tailandia, la
temperatura alta (Abril a Mayo) originé degeneracion testicular en verracos lo
que conllevo a la afeccidn de la espermatogénesis y como consecuencia una baja
produccion espermatica (Kunavongkrit, 1990). De acuerdo a Colembrader y
Kemp (1990), la produccion espermatica del verraco es afectada a partir de 29°C
originando descenso en la motilidad espermatica y un incremento en el nimero
de espermatozoides con anormalidades morfoldgicas y son observadas cuando
los verracos son expuestos a estrés por calor y cuando los verracos son sometidos
a 35°C por 100 horas (Colembrader y Kemp 1990).

En el verraco de raza Landrace se observo una pérdida total de la libido durante

el verano debido a la temperatura ambiental (Harayoma etal., 1992).
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Cuadro 7: Numero y porcentaje promedio del total de anormalidades
espermaticas de verracos en relacion a la raza y la temperatura.

Razas
Temperatura Yorshire Landrace Poland Duroc Total
N° 2,547 2,102 953 746 6,348
Alta % 14.98 13.77 19.39 15.09 15.07
N° 2,602 2,291 466 532 5,891
Baja % 16.38 16.93 17.45 17.39 16.76

Fuente: (De Serrano et al., 1995).

Temperaturas de 34.4 a 37.7°C, originan anormalidades de las diferentes partes
del espermatozoide, manifestdndose un porcentaje mas elevado entre 20 y 45
dias, debido a la duracion del ciclo espermatogénico (25 a 26 dias) y al tiempo de
transporte epididimario (10 al2 dias) (Larson, 1986; Malmgren 1997; Slaweta y

Strezezek, 1984).

Cuadro 8: Porcentaje de anormalidades del acrosoma en los
espermatozoides de verraco.

Razas
Espermatozoides
Yorshire Landrace Poland Duroc Total
En punta 3.76 1.56 4.84 0.00 2.58
Hinchado 51.28 59.79 46.17 69.89 56.11
Desarrollo
_ 38.29 29.98 41.94 23.66 33.79
incompleto
Granular 5.64 4.68 6.45 3.23 5.09

Fuente: (De Serrano et al., 1995).
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La membrana acrosdmica se puede deteriorar por causas ambientales o genéticas
que dafan su integridad y funcionabilidad, encontrando una estructura normal de
la membrana acrosémica de (88.8%) de 26,000 espermatozoides evaluados; estos
resultados con ligera variacion fueron encontrados en forma similar bajo

diferentes condiciones ambientales (Wetermann et al., 1976).

En verracos alojados en bosque himedo tropical, durante 30 semanas se encontrd
(75.7%) de espermatozoides, reactivos de la prueba de resistencia osmoética
(ORT) presentando baja variacion interindividual y moderada variacion
interindividual. No existe evidencia clara del efecto del clima tropical calido por

periodo prolongado sobre las caracteristicas seminales de reproductores porcinos.

La temperatura afectd negativamente las caracteristicas seminales de los porcinos
(Fuentes et al., 1992), este factor no alter6 dichas caracteristicas (Mazzarri y

Fuentes, 1978; Hurtger, 1986; Cameron, 1995; De Serrano et al., 1995).

Cuadro 9: Porcentaje de gota citoplasmaética en espermatozoide de verraco.

Razas
Anormalidades

Yorshire Landrace Poland Duroc Total

Gota citoplasmética
_ 37.26 44.61 3419 4148  40.38
proximal

Gota citoplasmatica
distal

62.24 55.39 65.81 5852  59.62

Fuente: (De Serrano et al., 1995).
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Las anormalidades localizadas en cola y gota citoplasmatica, se presentaron con
mayor frecuencia en la estacion de verano, demostrando una accion nociva de la
temperatura y humedad sobre este tipo de anormalidades (De Serrano et al.,

1995).

Cuadro 10: Porcentaje de anormalidades en la cola de espermatozoides de
Verracos.

Razas
Anormalidades

Yorshire Landrace Poland Duroc Total

Doblada 62.15 63.80 63.22 5479 62.39
Enrollada en la
1.82 1.24 0.00 3.65

cabeza
Enrollada 19.38 20.63 8.70 3470 18.80
Doblada con gota

) . 15.74 12.32 23.32 1.65 15.24
citoplasmatica
Fracturada 0.76 1.62 0.00 0.91 0.91
Flexuosa 0.15 0.10 0.00 0.00 0.09
Gruesa 0.00 0.10 0.00 0.46 0.06
Formadeu 0.00 0.19 476 1.83 1.09

Fuente: (De Serrano et al., 1995).

El estrés termico sometido a un tiempo prolongado a verracos, incrementa la
temperatura corporal, la frecuencia respiratoria y un deterioro de las
caracteristicas seminales durante las primeras semanas; sin embargo a partir de la

sexta semana recobran los valores de las caracteristicas mencionadas cercanas a
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los normales. Esto nos indica una gran adaptacion a las temperaturas elevadas
(Chemineau, 1993; Weitze y Petzoldt, 1992). Temperaturas que estuvieron por
encima del limite superior critico durante 30 semanas, la motilidad individual de
espermatozoides no presento variaciones, manteniéndose alta. La concentracion
espermatica varia por la homogeneidad de la muestra, grupo genético, estado de
salud, desarrollo testicular y ubicacion de la granja y la estacion (Trudeau y
Sanford, 1986). En zonas tropicales se report6 que la vitalidad era mayor que la

reportada por otros autores (Fuentes et al., 1993).

Cuadro 11: Valores promedio y rangos de las caracteristicas espermaticas
de verracos en todas las granjas

Intervalo
Caracteristicas
Media Minima Maxima
Volumen (ml) 231.35 132.07 330.63
Concentracion (Ex10mm3) 338.13 86.91 589.35
Esp. Totales (Ex10°) 68.88 26.13 111.63
Motilidad (0-5) 3.63 2.82 4.44
Vitalidad (%0) 76.57 63.28 89.86
Atipicos (%) 13.66 4.67 22.65
Tiempo eyaculado (minuto) 4.34 2.78 5.9
Parte sélida (ml) 32.45 15.78 49.12
Temperatura 0°C 26.15 23.86 28.44
Humedad relativa 73.08 61.42 84.74

Fuente: (Fuentes, 1992)
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Existe un periodo de dos a tres semanas entre el inicio del estrés y la aparicion
de una produccion anormal de semen con una duracién de 5 a 6 semanas. Los
espermatozoides inmaduros son mas sensibles a los factores estresantes en
comparacion con espermatozoides maduros que se encuentran en el epididimo.
En estrés més severo afecta tanto a los espermatozoides inmaduros como a los
maduros, dando lugar a un descenso inmediato en la produccién normal de
espermatozoides.

2.1.7.2. Frecuencia de coleccion seminal en verracos y su relacion con la calidad

espermatica

La frecuencia de coleccidn seminal afecta negativamente la calidad espermaética
del verraco, lo que origina una baja eficiencia reproductiva expresada en mayor
repetitividad de celos en las marranas y bajo nimero de lechones por camada;
esto ocurre probablemente a la disminucién de la calidad seminal de los machos.
Fisioldgicamente el verraco es capaz de eyacular de un solo eyaculado casi la
totalidad de los espermatozoides de la cola del epididimo durante el
apareamiento, lo que indica que el uso frecuente del verraco pudiera disminuir
las reservas espermaticas y consecuentemente repercutir negativamente en su
potencial reproductivo debido a la menor concentracion de espermatozoides

(Hurtger, 1986).

El incremento de la frecuencia de coleccion seminal del semen de verraco incide
negativamente sobre las caracteristicas espermaticas, afectando mas la cantidad
que la calidad de los espermatozoides observandose una disminucion del
volumen y numero total del espermatozoide por eyaculado, sugiriendo el uso
del verraco dos veces por semana, con intervalo de tres dias para una mayor

probabilidad de fecundacion, colecciones de dos y tres por semana el volumen
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del eyaculado disminuye en 20% con reduccion mayor si el semen es extraido

todos los dias (Mazzarri et al., 1969).

El plasma seminal est& constituido por las secreciones de las vesiculas seminales
(10%-25%) y por el fluido prostatico (50%-70%), el pH del fluido prostatico es
acido y de las vesiculas seminales es de pH alcalino, la mayor frecuencia de
coleccion seminal repercute en el aumento del pH por la menor secrecién de
fluido prostatico (Buxadé, 2013). La fertilidad se ve afectada por la excesiva
utilizacion de los verracos en la coleccion seminal conllevando que sus reservas
espermaticas disminuyan, afectando negativamente su potencial reproductiva

(Cordova et al., 2007).

Ademas se report6 que la mayor frecuencia de coleccion seminal incrementa la
morfoanomalias de los espermatozoides (Palacios, 1993), por ello se
recomienda una coleccion seminal por semana en verracos jovenes, y en
verracos adultos se puede colectar de dos a tres veces por semana (Kemp et al.,

1991; Bonet y Britz 1991; Palacios, 1993).

Diaz, et al., (2009) sostiene que existe una diferencia significativa (p<0.05) en
la presencia de gota citoplasmatica entre cerdos reproductores jovenes (19.7+
2.3%) y (34.6 £ 4.8) en cerdos maduros. Los cerdos reproductores que
presentaron menor porcentaje de gota citoplasmatica obtuvieron mayores
valores de acrosomas intactos y por lo tanto los cerdos reproductores mayores

de tres afios presentaron con frecuencia eyaculados de baja calidad.
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CAPITULO 11l
MATERIALES Y METODOS

En este capitulo, se exponen los procedimientos seguidos en la ejecucion del presente
estudio, inicialmente se efectud el experimento 1y su respectiva metodologia y luego
se realizo el experimento 2 con la misma metodologia del experimento 1. Finalmente,
se evaluaron los factores temperatura ambiental y frecuencia de coleccion seminal sobre
la calidad espermatica de cerdos utilizando las pruebas no paramétricas U-Mann-

Whitney y la prueba de Kruskal-Wallis.

3.1. Fase experimental 1
3.1.1. Lugar de estudio

El estudio se llevo a cabo en dos granjas comerciales de cerdos en el distrito de
Reque, departamento de Lambayeque, ubicado a una altitud de 21 m.s.n.m. con
una latitud de 06° 53°10.2” longitud de 79° 50" 7.6” con una temperatura maxima

de 31.3°C en verano y 25°C en otofio.

3.1.2. Manejo animal

De cada granja se utilizo tres verracos hibridos (Landrace x Belga x Petrain) de
dos afios de edad y de 320 Kg. de peso vivo y de condicion corporal muy buena,

considerados dentro del programa de Inseminacién Artificial.

Por lo tanto las unidades experimentales fueron los eyaculados de los cerdos en
los cuales se analizd, volumen seminal, pH, densidad, motilidad en masa,
motilidad individual, concentracion espermatica, vitalidad, integridad de los
acrosomas, test de resistencia osmotica, morfologia (cola en latigo y gota

citoplasmatica proximal y distal).
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De cada granja se utilizo tres verracos hibridos (Landrace x Belga x Pietrain)
obteniéndose un total de seis verracos que fueron utilizados en temperatura de
29°C a 32°C (verano) y luego en temperatura de 20°C a 25°C utilizandose el

mismo ndmero de verracos.

La coleccion seminal se realizé durante cuatro semanas y la metodologia para
colectar el eyaculado fue el siguiente: al primer cerdo se le colect6 un eyaculado
por semana; al segundo cerdos dos eyaculados por semana y al tercer cerdo tres
eyaculados por semana; las colecciones seminales se utilizaron en las dos
granjas en estudio, estas colecciones se realizaron en temperatura entre 29°C a
32°C en (verano) igualmente se procedi6 entre 20°C a 25°C (otofio)

obteniéndose 96 eyaculados en las cuatro semanas que dur6 el experimento.

La alimentacion fue similar para todos los verracos en estudio, basado en una
racion de 2 kg por dia de concentrado, se administro la mitad en la mafanay la
otra en la tarde. El valor nutricional expresado fue: proteina total 15%; 3,200
Kcal/kg de energia metabolizable; 0.8% de calcio; 0.65% de fosforo y 10% de

fibra total.

E manejo sanitario, de los verracos fue el siguiente: dos vacunas al afio por cada
enfermedad, para prevenir la Cdélera Porcina, Erisipela porcina, Parvovirus
porcino, Leptospirosis y Micoplasmosis. Los corrales de los verracos fueron
limpiados en forma diaria y la desinfeccion de los ambientes se realizo cada

quince dias con soluciones a base de yodo.
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3.1.3. Procedimiento experimental

Cuadro 12: Tamarfo de muestra experimento 1

N D2 ) a(n-1) B 1-5)
6 0.83 0.91 15 0.70 0.30
10 1.39 1.18 27 0.60 0.40
20 2.78 1.67 57 0.35 0.65
30 4.17 2.04 87 0.09 0.91
40 5.56 2.36 117 0.06 0.94
60 8.34 2.89 177 0.03 0.97

Para estimar el tamafio de muestra se utilizd la siguiente formula: (Montgomery,
2002).

n=3

ny t*
O’ = 7;;_2 , donde:

d? = Valores para
Error tipo I: Rechazar la Ho/ cuando la Ho es verdadera (Alfa)
Error tipo I1: Aceptar la Ho/ cuando la Ho es falsa (Beta)

n: Tamafo de muestra fijado por el investigador.

n=3
2 - -
t,” : Sumatoria de todos los desvios al cuadrado.

i=1
t = (ﬂi —/_l): Diferencia entre el promedio de los tratamientos especificados

(ﬂu) con el promedio de los tratamientos individuales (;)

a: Numero de tratamientos previos a las fases experimentales

o’ Varianza poblacional estimada.
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3.1.4. Célculo del tamafio de muestra (Experimento N° 01)

» Primero.- Se tomo6 muestras de eyaculados de tres verracos que intervinieron en

el experimento y se evaludé la motilidad masal, obteniéndose promedios y

varianzas:

Muestra 1 = 50% de motilidad (uz)
Muestra 2 = 89.55% de motilidad (u2)
Muestra 3 = 65% de motilidad (us)

La varianza muestral (s2) es de: 1,911.54 (Utilizado como estimador de 2)
La media poblacional (i) fue de 68.18% de motilidad.

NUmero de muestra: a = 3.

» Segundo.- Célculo de la suma de los desvios al cuadrado:

=]
w

P =t;+1; +1t;

1]
N

>
Il
w

—\2 —\2

7= —f +(, — pf + (15 — )

Il
[

=}
I
w

t* =(50 - 68.18) +(89.55 - 68.18) + (65—68.18) =797.30

[

» Tercero.- Reemplazando en:

o N(797.30)
3(1,911.54)

@* =0.139n
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» Cuarto.- Se usa la curva de operacion caracteristica para a-1=3-1=2 con a (n-1)
= 3(n-1) grados de libertad del error y « = 0.05. Como la primera conjetura
para el tamafio de la muestra requerido, se prueba con n= 6 réplicas. Esto @2 =
0.83,0 = 0.91 y 3(5) = 15 grados de libertad del error. Por consiguiente, en
latabla de la curva caracteristica f = 0.70. Por lo tanto, la potencia de la prueba
es aproximadamente 1 — S ~ 0.30, que es menor que 0.99 requerido, por lo
que se concluye que n=6 réplicas no son suficiente. Procediendo de manera

similar, se construyo la (Cuadro N° 12).

3.1.5. Disefio Estadistico para la Fase Experimental 1 (Prueba de U Mann

Whitney, prueba de Jonckheere- Terpstre y prueba de Kruskal-Wallis)

Las variables en estudio fueron la temperatura ambiental y la frecuencia de

coleccion.

Cuadro 13: Esquema del analisis de las caracteristicas espermaticas por efecto
de la temperatura (experimento 1).

Temperatura Volumen pH Densidad Motilidad  Vitalidad Concentracion  Morfologia
Seminal
De 29°C a 32°C
De 20°C a 25°C

3.1.6. Para el analisis de calidad espermatica (volumen seminal, pH, densidad,
motilidad, vitalidad, concentracion espermaética y morfoanomalias) se
utiliz6 la prueba de U Mann-Whitney, prueba de Jonckheere-Terpstra y
prueba de Kruskal Wallis.

Estas técnicas no paramétricas empleadas en esta investigacion no exige la
aleatoriedad en las observaciones, normalidad o la igualdad de la varianza de

dos poblaciones o la estimacion de cualquier pardmetro de la poblacién o
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ninguna ley de probabilidades en la poblacién que se obtuvo la muestra, asi

tenemos las siguientes pruebas (Rius y Bardn, 2005).

a) Contraste de Mann-Wirhney se realizd planteando las siguientes hipotesis:
Ho: Las poblaciones de las que provienen las muestras estan equidistribuidas.
Ha: Las poblaciones no estan equidistribuidas.

b) Contraste de Kruskal-Wallis

Es una alternativa no paramétrica del método ANOVA es decir, sirve para
contrastar la hipotesis de que K muestras cuantitativas han sido obtenidas de la

misma poblacion y las hipotesis a contrastar fueron:

Ho: Las K muestras provienen de la misma poblacion.

Ha: Alguna proviene de una poblacion con mediana diferente a los demas.

Cuadro 14: Esquema del andlisis de las caracteristicas espermaticas por efecto

de la frecuencia de coleccion seminal por semana (experimento 1).

Frecuencia Volumen pH Densidad Motilidad  Vitalidad Concentracion ~ Morfologia
Seminal

Una coleccion
Dos colecciones

Tres colecciones

3.2. Fase Experimental 2

Los objetivos de este estudio fue corroborar si la temperatura ambiental y la
frecuencia de coleccion seminal por semana origind un efecto sobre la calidad

espermatica.
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3.2.1. Lugar de estudio y manejo animal

Este estudio se realiz6 en una granja comercial “El Dren” ubicada en el distrito
Reque-Lambayeque; las caracteristicas de esta zona asi como las précticas de
manejo nutricional y sanitario fueron similares a las descritas en la fase
experimental 1. Se utilizaron cuatro verracos hibridos (Pietrain x Landrace, Belga
x Edel), de dos afios de edad y de 300 kg.p.v. y cada verraco se distribuyé en un
corral cuyo techo y paredes laterales fueron de 1.8 m de altura de material noble,

quedando la parte superior de estas paredes descubierta.

Dos de los corrales fueron acondicionados con la instalacién de 4 focos de 200
watts y las paredes laterales protegidas con manta de polietileno, para conservar
una temperatura entre 29°C y 32°C. Este rango de temperatura se control6 con
frecuencia, sobre todo en el horario de 11 am y 3 pm, en caso de un aumento de la
temperatura sobre el rango superior, se procedié a la abertura de las mantas de una
0 dos de las paredes laterales, a fin de conservar la temperatura del corral en el
rango fijado. Los cerdos utilizados en el experimento 2 fueron diferentes a los
cerdos del experimento 1 debido a que podria interferir con los resultados, puesto

que los cerdos del experimento 1 fueron sometidos a los dos factores en estudio.
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3.2.2. Procedimiento experimental

Cuadro 15: Tamafo de muestra experimento 2

NO 2 ) a(n-1) B 1-5)
6 121 1.10 10 0.55 0.45
10 2.01 1.42 18 0.50 0.50
20 4.02 2.00 38 0.20 0.80
30 6.03 2.46 58 0.06 0.94

> Primero.- Se tomard muestras de eyaculados de dos verracos y se evalud la

motilidad masal, obteniéndose promedios y varianzas:

Muestra 1

Muestra 2

96.99% de motilidad (u1)

69.57% de motilidad (u2)

La varianza muestral (s?) es de: 934.18 (Utilizado como estimador de ¢2)

La media poblacional (;) fue de 83.28% de motilidad.

NUmero de tratamiento: a =2

» Segundo.- Célculo de la suma de los desvios al cuadrado:

n=2
D =t =t 4+t
i=1

>'t7 =(96.99-.83.28)° + (69.57 — 83.28)" =375.93

i=1
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» Tercero.- Reemplazando en:

n=2 )
> t,
2 =1
O ==
ao

o2 _ N375.99)
2(934.18)

®* =0.201n

» Cuarto.- Se usa la curva de operacion caracteristica para a-1=2-1=1 con a (n-1) =
2(n-1) grados de libertad del error ya = 0.05. Como la primera conjetura para el

tamafio de la muestra requerido, se prueba con n= 6 réplicas. Esto
®* =121, ®=1.10y2(5)=10 grados de libertad del error. Por consiguiente,
en la tabla de la curva caracteristica g ~0.55. Por lo tanto, la potencia de la prueba

es aproximadamente 1— g =~ 0.45, que es menor que 0.80requerido, por lo que se

concluye que n=6 réplicas no son suficiente. Procediendo de manera similar, se

construyé la (Cuadro N° 15).

3.2.3 Para el andlisis de la calidad espermatica
Para el andlisis de la calidad espermatica (volumen seminal, pH, densidad,
motilidad vitalidad, concentracién y morfoanomalias), se realizaron las siguientes
pruebas no parameétricas; prueba de U Mann-Whitney para la temperatura y
frecuencia de coleccion seminal y prueba de Kruskal-Wallis para la interaccion

entre temperatura y frecuencia de coleccion seminal.
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Cuadro 16: Esquema del experimento 2 para evaluar la calidad espermatica por

efecto de la temperatura ambiental

Frecuencia Volumen pH Densidad Motilidad  Vitalidad Concentracion  Morfologia
Seminal

Una coleccién

Dos

colecciones

Tres

colecciones

Cuadro 17: Esquema del experimento 2 para evaluar la calidad espermatica por

efecto de la frecuencia de coleccion seminal por semana.

Frecuencia Volumen pH Densidad Motilidad  Vitalidad Concentracion  Morfologia
Seminal

Una coleccion

Tres colecciones

3.2.4. Métodos de evaluacién de las caracteristicas del semen

Los métodos para evaluar los efectos de los tratamientos sobre los componentes

del semen de los verracos, fueron los mismos para ambas fases experimentales.

3.2.5. Métodos para evaluar la calidad esperméatica

3.2.5.1. Volumen seminal

Se evaluo colocando el eyaculado filtrado en una probeta graduada, después de

la coleccion seminal.

3.2.5.2. Concentracion espermatica
La concentracion espermatica se determind mediante la técnica del
hemocitémetro (Kraft y Schellinger, 1998 y Kubus, 2001). Para tal fin, el semen
fue diluido con el reactivo de Turk, compuesto de &cido acético 4 ml.; azul de

metileno al 0.3% 10 gotas y agua destilada 200 ml.
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Para su determinacidn se utilizé la técnica de "recuento directo” (Conejo, 1991);
empleando un hemocitometro (camara de Neubauer) y una pipeta de Thoma
para glébulos rojos. Se introdujo la pipeta de Thoma al recipiente con el semen,
se aspird hasta que el volumen del semen lleg6 a la marca de 1 y se termind de
llenar la pipeta con la solucion de Turk hasta la marca 101, para obtener una
dilucion de 1: 200. Se agit6 la pipeta para mezclar el semen con el diluyente;
desechandose dos gotas y enseguida se llend la cAmara de Neubauer y se realiz
el conteo de los espermatozoides utilizando el microscopio a un aumento de
40x. Para realizar el conteo se coloc6 la camara de Neubauer sobre la platina
del microscopio de luz con el objetivo seco se localizd el area central de la

camara, con cuadricula fina.

Esta area esta formada por 25 cuadros subdivididos a su vez en 16 cuadros méas
pequefios. Una vez localizada en area de observacion, se realizd el conteo
considerando Unicamente los espermatozoides presentes en los cuatro cuadros
grandes del rayado de la camara, es decir los cuatro cuadros de las esquinas. Los
espermatozoides que tocaron las lineas superiores e izquierda de un cuadro se
incluyeron en la cuenta de ese cuadro y se excluyeron los que se encontraban
atravesando la linea derecha e inferior, para el contaje se utiliz6 un contador

manual.

El nimero total de espermatozoides por eyaculado, se determiné utilizando la

siguiente férmula propuesta por Sorensen, (1982).

N° de espermatoz oides contados *1000

Y2 Mo™ 00

Espermatoz oides /nl =
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Donde:

Ya = Superficie contada en la cdmara de Neubauer, ya que se consideraran

Unicamente cuatro cuadros de los 25 existentes en total.

1/10 = Laaltura de la cAmara
1/200 = Fue el grado de dilucion del semen

1000 = Transformacién de mm3 a ml

3.2.5.3. Motilidad en masa
En un portaobjeto temperado, se coloc una gota del eyaculado y se observo sin
cubre objeto, en campo claro (10x) los movimientos ondulatorios de los
espermatozoides, y se califico de acuerdo al grado de velocidad de

desplazamiento.

La evaluacion se realizd de acuerdo a la experiencia del responsable del trabajo

de investigacion.

3.2.5.4. Motilidad individual

Sobre un porta objeto temperado a 37°C, se colocé una gota del eyaculado y
luego cubierto con una laminilla, se observo al microscopio con el objetivo 40x,
estimandose en una escala de 0 al 100%, para cada tipo de movimiento

calculado del conteo de 100 espermatozoides).
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Fig. 1: Tipos de movimiento espermatico individual.

Fuente: (Hafez, 1993)

Sin movimientos

Sin movimientos progresivos girando sobre si mismo.
Con movimientos anormales y algunos progresivos.
Con movimientos progresivos lentos y sinuosos.

Con movimientos progresivos rapidos.

Con movimientos progresivos muy rapidos.

R WNREO

3.2.5.5. Vitalidad espermatica

Para realizar la evaluacion de esta caracteristica se empled la técnica de tincion

eosina- nigrosina, descrita en varios reportes (Kuist y Bjorndahl, 2002).

En un extremo de una lamina porta objeto, temperada a 37°C se coloc6 una gota
del eyaculado con una gota de solucién acuosa de eosina-nigrosina. Para la
extension de esta mezcla en la ldmina, se tomd otra ldmina porta objeto
cogiéndose el borde posterior del bisel de uno de sus lados y fue colocado en un
angulo de 45°C, en la superficie de la ldmina que contiene la mezcla y luego fue
desplazado lentamente en retaguardia hacia la mezcla hasta que ambos entren
en contacto y la mezcla se deslice uniformemente a lo largo del bisel para luego
extenderlo suavemente a lo largo de la superficie de la lamina. La extension de

la lamina fue secada al medio ambiente.

48



La observacién microscopica fue con un objetivo 40X. Los espermatozoides
que se tifieron de color rosado fueron clasificados como muertos y los no tefiidos
0 blancos como vivos, expresando la integridad de su membrana plasmatica
(Kraft y Schillinger, 1998). La evaluacion se expresé en porcentaje, para lo cual

se contaron 100 espermatozoides.

3.2.5.6. Morfologia espermatica

La expresion de la morfologia espermética fue determinada por el método de
extension con tinta china, para lo cual se prepar6 una solucion en base a 1% de

fenol agregado a 1 ml de tinta china (Kraft y Schillinger, 1998).

Una gota de esta solucion se colocé en un extremo de una lamina porta objeto
temperada a 37°C e inmediatamente se afiadio una gota del eyaculado para luego
mezclarlo uniformemente y ser extendidos siguiendo el mismo procedimiento

usado en la técnica que determing la vitalidad de espermatozoides.

Una vez secada, la extension fue valuada con ayuda de un microscopio con
aumento de 100. En cada campo microscopio observado se determin6 el nimero
de espermatozoides normales y con anormalidades en la cabeza, pieza
intermedia y cola, siguiendo este procedimiento hasta establecer un recuento de
100 espermatozoides. De este total se calculd el porcentaje de espermatozoides

anormales de cada uno de los grupos de morfoanomalias observadas.

3.2.5.7. Test de resistencia osmotica (ort)

Para esta caracteristica se utilizd el método descrito por Kubus, (2001), que
consistio en colocar en un tubo de ensayo (A) 3 ml de un diluyente osmoético
(MRA) compuesto por 26 g, de glucosa, 8.0g de citrato de sodio, 0.75 g. de

cloruro de potasio, 2.0g de acido citrico, 2.4 g de EDTA, 1.2 g de bicarbonato
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de sodio, 0.2 mg de gentamicina y 1,000 ml de agua destilada. En un tubo de
ensayo (B), se le agregd 3 ml de solucion hiposmotica de MR-A (MR-A
osmotica mas agua destilada en volimenes iguales). Los tubos Ay B, se
colocaron en bafio maria a 37°C y se agreg6 0.2 ml del eyaculado en ambos
tubos. Después de 15 minutos, se tomo6 una muestra de la dilucién con diluyente
isosmotico tubo de ensayo (A), se fijé con la solucion de citrato-formol (citrato
sodico 2.9 g, formaldehido (40%), 4 ml y 100 ml de agua destilada) y se calculd

los acrosomas normales.

Igualmente, se procedi6 para la muestra con diluyente hiposmotico (tubo de
ensayo B), después de dos horas de incubacion a 37°C. Para el conteo de
acrosomas normales se coloc6é una gota sobre un portaobjeto y se puso una
laminilla, y observé al microscopio a 40X. Los acrosomas normales presentados
por los espermatozoides se caracterizan por tener la forma de semiluna en el

apice de la cabeza con bordes nitidos oscuros y sin irregularidades.

Los acrosomas anormales son aquellos que presentaron pequefias rugosidades,

escotaduras y bordes irregulares.

Para las muestras de las soluciones del tubo (A) y tubo (B) se contaron 100
espermatozoides respectivamente y luego se realizd una semisuma de los

resultados obtenidos, y se obtuvo el porcentaje de ORT.

3.2.5.8. Integridad del acrosoma
Para evaluar la integridad del acrosoma de los espermatozoides se utilizé la
técnica de la solucion citrato — formol, preparada en base a 2.9 g de citrato 4 ml
de formaldehido 40 % en 100 ml de agua destilada, 1.5 ml de esta solucion se

colocé en un tubo de ensayo agregandose luego una gota del fluido seminal y
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procedié a mezclarse suavemente. Para la evaluacion se coloc una gota de este
preparado en un porta objeto cubriéndose con una laminilla y se observo al
microscopio a un aumento 40X. Los acrosomas normales fueron considerados
en aquellos espermatozoides que exhibieron la forma de semiluna en el pice
de la cabeza con bordes nitidos, oscuros y sin irregularidades. Los acrosomas
anormales son aquellos que presentaron pequefias rugosidades, escotaduras y
bordes irregulares (Pursel el al., 1984). EL porcentaje de los acrosomas
normales y anormales fueron calculados del total de 100 espermatozoides

contados.

3.2.5.9. pH
La medicion del pH nos permite determinar la viabilidad y motilidad
espermética y las variaciones del pH en el eyaculado estd en relacion a la
frecuencia de coleccién seminal y la medida del pH tiene una relacion directa
con la secrecién de las glandulas sexuales accesorias y determinan el eyaculado

tenga una reaccion alcalina o 4cida (King y Mcpherson, 2005).

Para medir el pH se coloc6 20 ml. del eyaculado en un tubo de ensayo y luego
se introdujo el papel indicador de pH y después de 2 seg. el papel fue extraido
y luego se comparé con el pH estandar del laboratorio Merck (Kraft y

Schillinper, 1998).

3.2.5.10. Densidad
Para evaluar la densidad se procedid de la siguiente forma: en una probeta se
colocé 3 ml. de eyaculado y luego se coloc6 urodensimetro y se realizo la lectura

respectiva.
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3.2.6. Métodos de coleccion seminal
Para la coleccion seminal se realizé mediante un maniqui portatil, previamente se
le colocd orina de marrano en celo y el maniqui fue trasladado a cada corral donde
se encontraban los verracos y luego que los verracos montaron el maniqui se
procedid a lavar el prepucio con agua y se realizé masajes en direccion anterior
para eliminar el contenido de orina y eyaculado que probablemente se almaceno
en el diverticulo prepucial y luego se secé con una toalla. Para la coleccion seminal
de los cerdos se hizo por masturbacién manual mediante el método de mano
enguantada descrita y usada por varios autores (King y Mcpherson, 1973 u Buxadé,
2013), el método consistid en presionar en forma manual el glande del pene del
cerdo, seguido de varios movimientos de la pelvis en direccion anterior y luego el
cerdo eyaculé en forma eficaz (Hafez, 1993). Para la coleccion del eyaculo se
utilizé termos estériles precalentados a 37°C, a fin de evitar el shock térmico,
previamente a los termos se le colocd una gasa estéril para eliminar la porcion
gelatinosa y colectar solamente la parte liquida del eyaculado (Martin, 1982). La
frecuencia de coleccion seminal por semana se realizé de la siguiente forma, al
verraco uno se le colectd un eyaculado cada semana (lunes); al verraco dos se le
colect6 dos eyaculados interdiarios (martes y jueves) y al verraco tres se le colect6
tres eyaculados por semana en forma interdiarias (lunes, miércoles y viernes) y las

colecciones se realiz6 por cuatro semanas consecutivas para el experimento 1.

En el experimento 2 a un verraco se le colectd un eyaculado por semana (lunes) y
al verraco 2 tres eyaculados por semana en forma interdiarias (lunes, miércoles y

viernes).
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4.1.

4.1.1.

CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
Experimento 1
Efecto de la temperatura ambiental y frecuencia de coleccion por semana
sobre las caracteristicas del eyaculado en cerdos
Estos resultados se exponen en el cuadro 18 hasta el cuadro 22 y se complementa

con el anexo 1 al anexo 5.

4.1.1.1. Caracteristicas fisicas del eyaculado en cerdos: volumen, pH y densidad,

por efecto de la temperatura y frecuencia de coleccion seminal por semana.
El volumen, pH y densidad, del eyaculado de los cerdos fueron similares
(P>0,05), en ambos intervalos de temperaturas ambientales y frecuencia de
coleccidn del semen (una, dos y tres colecciones), asi como la interaccion de
temperatura por frecuencia, registrando promedios de 231,95 ml, 7,61 y 1,013,
para el volumen, pH y densidad, respectivamente, sin embargo en otros trabajos
realizados con clima templado y durante los meses calidos se observd una
disminucion del volumen seminal (Kolembrander y Kemp, 1990), ademas los
promedios obtenidos en las dos temperaturas estudiadas, estuvieron dentro de
los rangos normales 218,8 ml. considerado por Graham et al. (1967) y Fuentes,
(1992).

La variacion del volumen seminal en el presente estudio esta relacionado con la
frecuencia de coleccion seminal y los agentes estresantes como la temperatura
ambiental (Fuentes, 2008).

Cabe destacar la tendencia de mantener el volumen seminal cuando la

frecuencia de coleccion por semana aumenta, sin embargo la informacién
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manifiesta que el volumen seminal disminuye el 20% Yy la reduccién es mayor
cuando el eyaculado es diario (Mazzarri et al., 1969).

El pH y la densidad obtenida también se encontraron dentro de los valores
normales, valores (7.3 y 7.8) reportado por Hugher y Varley, (1984). Sin
embargo se han reportado valores de pH que oscilan entre 6,5 a 7,5 (Weitze,
2000) y otros valores que oscilan entre 7,2 y 7,5 (Koning, 1979), similares
valores fueron encontrados por Singlenton y Shelby (1972) mientras que
Strezezek, (2000) encontr6 valores inferiores a los reportados por dichos
autores. Los cambios de pH en el eyaculado afectan la vitalidad y motilidad
espermatica siendo las secreciones de las glandulas sexuales accesorias
determinantes, para que el pH del semen tengan una reaccion alcalina o mas
acida (King y Mcpherson, 2005); debido que el plasma seminal esté constituido
por las secreciones de las vesiculas seminales (10% a 25%) con un pH alcalino
y por el fluido prostatico 50% a 70% con un pH &cido y la mayor frecuencia de
coleccion seminal repercute en el aumento del pH por la menor secrecién del
fluido prostatico (Buxadé 2013).

Sin embargo Trudeau y Sandford (1986) encontraron un incremento de pH que
el eyaculado de cerdos que estuvieron en clima célido.

La densidad del eyaculado esta dada por la concentracion espermatica, es decir
que la mayor concentracion espermatica origina una mayor densidad. Los
eyaculados muy densos dan lecturas superiores a 1,020 y las de poca densidad

lecturas inferiores a 1,010.
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4.1.1.2. Caracteristicas de los espermatozoides por efecto de la temperatura
ambiental y frecuencia de coleccion sobre: la motilidad en masa, motilidad
individual, vitalidad, concentracion espermatica, integridad acrosomal, test
de resistencia osmotica y morfoanomalias.
El cuadro 18 y figuras 2 y 3, expresan los promedios de la motilidad espermatica
en masa e individual, resultando diferente en ambos intervalos de temperaturas
ambientales en estudio (P<0.05), siendo la motilidad (masal e individual) menor
en las temperaturas ambientales de 29°C a 32°C; efecto que se presentd en el trabajo
realizado por Trudeau y Sandford, (1986), donde la motilidad espermaética
disminuye en climas templados y meses calidos. La temperatura ambiental fue la
que origind este efecto en la motilidad en masa e individual de los espermatozoides,
debido a que no hubo interaccion con la frecuencia de coleccion seminal por
semana (P>0,05) (anexo 6). EI movimiento espermético depende de las anomalias
que presenta el espermatozoide cuando transita por el epididimo por la accién de
ciertos factores (Holt, 1982), concordando con el presente estudio, que el factor
temperatura afectdé el movimiento espermatico. La motilidad en los
espermatozoides estd regulada por el AMPc, el calcio y el pH intracelular
(Lindermann y Kanous, 1989), altas temperaturas del medio ambiente va a
incrementar el metabolismo energético, siendo el ATP la principal fuente primaria
de energia (Salisbury et al., 1978); lo que conllevaria agotar las reservas
energeticas, al incrementar la via glucolitica anaerdbica y luego realizar la via
aerobica que es mas eficiente para producir ATP (Hafez, 1993) y posteriormente
energia sera tomada para contraerse y propulsar al espermatozoide, encontrandose
una correlacion entre el movimiento espermatico y el contenido de ATP, hipotesis

que es confirmada para la especie porcina por (Alberts et al., 1985). El calcio es
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otro de los factores que regulan la motilidad espermética y el exceso de
movimientos espermaticos en estrés caldrico de los cerdos, originan descenso de
los niveles de calcio intracelular, siendo el calcio el que debe aumentarse y poder
Ilevar a cabo una reaccion acrosomal, proceso fisiologico del espermatozoide que
ocurre durante la fertilizacion, cuando hace contacto con la zona pelicida del
ovocito (Yanaguimachi, 1994), y para llevar a cabo la capacitacion espermatica la
cual requiere un aumento en los niveles de calcio intracelular que al interaccionar
con el sulfato de colesterol, origina una inestabilidad en la membrana iniciando asi
la reaccion acrosomal (Brucker y Lipford, 1995); el proceso de reaccion acrosomal
es la formacion de poros que se producen al fusionarse la membrana plasmaética y
la membrana acrosomal externa del espermatoziodes, liberando las enzimas del
acrosoma que facilitan la penetracion de la zona pellcida de ovocito.
Posteriormente, la fusion de las membranas plasmaticas y acrosomal externa,
originan la formacion pseudo vesicular con un proceso similar a otros sistemas

celulares (Yanaguimachi, 1994).

Cuadro 18: Efecto de la temperatura ambiental sobre motilidad de los

espermatozoides del eyaculado de los cerdos (experimento 1)

Temperatura Motilidad en masa %  Motilidad individual (%)
De 29°C a 32°C 72,74b 74,93 b
De 20°C a 25°C 90,10 a 89,63 a

a/b: en columnas se muestran las significancias asintoticas a un nivel de significancia de
0,05.Prueba de U Mann — Whitney- Wilcoxon.
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Fig. 2: Efecto de la temperatura ambiental sobre motilidad en masa de los
espermatozoides del eyaculado de los cerdos.
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Fig. 3: Efecto de la temperatura ambiental sobre motilidad individual de los
espermatozoides del eyaculado de los cerdos.

La vitalidad espermaética fueron similares (P>0,05) en ambos intervalos de
temperaturas ambientales y frecuencias de colecciones. Registrando promedio de
81,18%; porcentaje cercano a los porcentajes obtenidos por Fuentes (1992) quien

reportd una vitalidad espermaética del 89,86% en una temperatura ambiental
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promedio de 28,48°C, igualmente el porcentaje de vitalidad en otras latitudes fue

mayor (Park y Yi, 2002) asi como en zonas tropicales (Fuentes et al., 1992).

En la concentracion espermatica por ml. En ambos intervalos de temperatura
estudiada fueron estadisticamente diferentes (p<0,05), suméandose el otro factor en
estudio que fue la frecuencia de coleccion seminal por semana asi: en una coleccion
seminal (53,580x107); dos colecciones seminales (38,690x10") y tres colecciones
(5,813x107) todos estos resultados se dieron en intervalos de temperatura entre
29°C A 32°C; y en una coleccion seminal (15,82 x 10°); en dos colecciones
seminales (8,27 x 107) y en tres colecciones seminales (4,33 x 107) en intervalo de
temperatura de 20°C a 25°C, observandose que existio una tendencia de disminuir
la concentracion espermética conforme se incremento la frecuencia de coleccion
seminal por semana (p<0,05) y la frecuencia de coleccion seminal més afectada
fue cuando se llevd a cabo tres colecciones por semana, cuadro 19, figura 4 (anexo
6). La Concentracién espermatica en temperatura de 29° a 32°C cuando se colect6
una y dos colecciones por semana estuvieron dentro del valor normal 224°740,000
(Galli et al., 1991) y en tres colecciones seminales la concentracion espermatica
estuvo muy por debajo de este valor, igualmente ocurrié en temperatura entre 20°C
a 25°C en las tres frecuencias de coleccion por semana. Mazarri et al., (1965)
sostiene que cuando se incrementa la frecuencia de coleccion seminal la
concentracion espermatica disminuye debido que las reservas espermaticas que se
encuentra en la cola del epipidimo también van a disminuir (Cordova et al., 2007),
fisiolégicamente el verraco es capaz de eyacular de un solo eyaculado casi la
totalidad de los espermatozoides de la cola del epididimo durante el apareamiento

(Hurtger, 1986).
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Los valores promedios no coincide con los estudios realizados por Kolembrander
y Kemp (1990) y Trudeau y Sandford (1986) quienes sostienen que en meses
calidos la concentracion espermaética disminuye. La concentracion espermatica es
un indicador de la capacidad productiva de gametos en los tdbulos seminiferos
aunque no esta relacionado con la fertilidad, pero si afecta la tasa de dilucion
seminal y el nimero de dosis obtenidas en un eyaculado (Tardif et al., 1999).
También se sostiene que la concentracion espermatica es muy variable entre
individuos (Singleton y Shelby, 1972) dependiendo de la edad (Rodriguez y
Wallgren, 2000), el ambiente social y la estacion (Trudeau y Sandford, 1986), en
el presente estudio la variacion de la concentracion espermatica no fue afectada por
la temperatura y esto es muy probable a la capacidad de adaptacién que tuvieron
los verracos en temperatura de 29° a 32°C cuando se origina estrés calorico en los
verracos tal como lo sostiene Wollaman et al., (2002), Strezezek (2000), y
Treudeau y Sanford (1986); es evidente que el incremento de la frecuencia de
coleccion seminal en las dos temperaturas en estudio origin6 una disminucién de
la concentracion espermatica. En Tailanda la temperatura alta (abril a mayo)
origind degeneracion testicular en verracos, lo que conllevé a la afeccion de la
espermatogénesis y como consecuencia una baja produccién espermatica

(Kunavongkrit, 1990).
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Cuadro 19: Efecto de la temperatura ambiental y frecuencia de coleccion
seminal por semana sobre la concentracion espermatica de los
cerdos (experimento 1).

Frecuencia de coleccién

Temperatura seminal por semana Concentracion espermatica ml
Una coleccion seminal 53,580x107 a
De ggocc:; a3z’ Dos colecciones seminales 38,690x10” a
Tres colecciones seminales 5,813x107c
Una coleccion seminal 15,82x10" b
De 20°C a 25°C  Dos colecciones seminales 8,27x107 bc
Tres colecciones seminales 4,3333x10°c

a/b/c: en columnas, se encuentran las significancias a un nivel de significacion de 0,05. Prueba de
U Mann — Whitney- Wilcoxon.
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Fig. 4: Efecto de la temperatura ambiental y frecuencia de coleccion seminal
por semana sobre la concentracion espermatica de los cerdos
(experimento 1).

60



Al comparar la integridad del acrosoma en intervalos de temperaturas ambientales
de 29°C a 32°C y de 20°C a 25°C se determind diferencia (P<0.05), lo mismo
ocurri6 en el test de resistencia osmotica-ort (cuadro 20 y figuras 5 y 6), siendo los
promedios de integridad acrosomal muy inferiores a los valores normales y cuyos

valores estan entre 86% a 91% (Pursel et al., 1984).

Los factores ambientales como temperatura entre 30°C a 35°C, humedad y falta de
ventilacion alteran la fisiologia del animal y como consecuencia se incrementan las
anomalias en los acrosomas (Buxadé 1984); estas anomalias son de importancia en
la reproduccidn porcina ya que se describe que existe correlacion positiva entre la
integridad acrosomal y la fertilidad (Galli et al., 1991; Slaweta y Strezezek 1984).
Ademas la integridad acrosomal obtenidos en el presente estudio fueron similares
a los obtenidos por Wetterman et al., (1976) que los espermatozoides con

acrosomas anormales se incrementan en los meses calidos en climas tropicales.

La integridad acrosomal y la resistencia osmatica-ort por frecuencia de coleccion
fueron similares (P>0,05). Cabe destacar que alteraciones especificas en la cabeza
del espermatozoide y en particular del acrosoma, pueden interferir en los procesos
de fertilizacion (Rillo et al., 1996), siendo esta Gltima utilizada por varios
investigadores (Jaiswal et al., 1988; Esteves et al., 1998) como indicadores para

evaluar el proceso de capacitacion espermatica.
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Cuadro 20: Efecto de la temperatura ambiental sobre la integridad del
acrosoma y test de resistencia osmatica (experimento 1)

Temperatura  Integridad del Acrosoma (%)  Test de resistencia
osmatica-ort (%)
De 29°C a 32°C 55,81 b 48,41 b
De 20°C a 25°C 81,30 a 71,61a

a/b: en columnas, se muestran las significancias asintéticas a un nivel de significancia de
0,05. Prueba de U Mann — Whitney- Wilcoxon.
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Fig. 5: Efecto de la temperatura ambiental sobre la integridad del acrosoma
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Fig. 6: Efecto de la temperatura ambiental sobre la integridad del test de

resistencia osmética

62



La morfoanomalia espermatica cola en latigo se comportaron muy similares
(P>0,05) en los dos intervalos de temperaturas ambientales estudiadas con un

promedio de 25.66%

Los espermatozoides con presencia de cola en latigo nos permite determinar que
estas anomalias tienen relacion directa con el factor temperatura, asi en temperatura
entre 34,4°C a 37,7°C afectd al espermatozoide en la fase de espermatogénesis y
en el momento que se transporto en el epididimo (Larson 1986; Malmgren 1990;
Slaweta y Strezezek et al., 1984), siendo estos resultado diferentes a los obtenidos

por los autores citados.

Ademaés estas anomalias también fueron reportadas por De Serrano et al., (1995)
quienes demostraron que la temperatura y humedad ejercieron un efecto nocivo
sobre este tipo de morfoanomalias espermaticas; otros autores como Fuentes
(1992) sostiene que el porcentaje de espermatozoides atipicos promedio es de
13,66% con un rango minimo de 4,67% y maximo de 22,65%; éstos rangos fueron

similares a los obtenidos en el presente estudio.

En trabajos realizados en Argentina en temperatura alta, determinando la calidad
seminal del varraco de acuerdo a la temperatura se concluyd una alteracion
significativa de la morfologia espermatica (Gonzalez, 2012). La morfoanomalia
gota citoplasméatica proximal en relacion a la frecuencia de coleccion fue
estadisticamente significativo (P<0,05), existiendo mayor porcentaje de
morfoanomalia en tres colecciones seminales (7,73%) y la de menor porcentaje

de morfoanomalias en una coleccion seminal (3,31%), (cuadro 21 y figura 7).

La presencia de gota citoplasmatica son indicadores que permiten determinar el

uso reproductivo que tiene el verraco en la granja, en este analisis espermatico gota
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citoplasmatica proximal estan dentro de los rangos normales 2,2% a 9,4%

(Martinez et al., 1992).

En el presente estudio gota citoplasmatica distan en temperatura entre 29°C a 32°C
(2,49x100%) y en temperatura en 20° a 25°C (0,52%) fueron diferentes (p<0,05)
cuadro 22 y figura 8; estos resultados estuvieron dentro de los rangos normales

entre 1% a 5% obtenidos por Larson, (1986).

Cuadro 21: Efecto de la Frecuencia de Coleccion sobre la morfologia de la
gota citoplasmaética proximal (%) (Experimento 1)

Frecuencia Morfologia gota citoplasmatica proximal
(%)
Una coleccion 3,31b
Dos colecciones 4,22 ab
Tres colecciones 7,73 a

a/b: en columnas se muestran las significancias asintéticas a un nivel de significancia de
0,05. Prueba de Jonckheere — Terpstra.
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Fig. 7: Efecto de la Frecuencia de Coleccion sobre la morfologia de la gota
citoplasmatica proximal (%) (Experimento 1)
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Cuadro 22: Efecto de la temperatura ambiental sobre la morfologia gota

citoplasmatica distal (experimento 1)

Morfologia gota citoplasmatica

Temperatura distal (%)
De 29°C a 32°C 2493
De 20°C a 25°C 052b

a/b: en columnas, muestran las significancias asintéticas a un nivel de significancia de
0,05. Prueba de U Mann — Whitney- Wilcoxon.
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Fig. 8: Efecto de la temperatura ambiental sobre la morfologia de la gota
citoplasmatica distal

4.2. Experimento 2
4.2.1. Efecto de la temperatura ambiental y la frecuencia de coleccion seminal por
semana sobre las caracteristicas del eyaculado en cerdos
Estos resultados se exponen en el cuadro 23 al cuadro 30 y se complementan con
el anexo 7 al anexo 10.
4.2.1.1 Caracteristicas fisicas del eyaculado en cerdos: volumen, pH y densidad
por efecto de la temperatura
Volumen seminal obtenido en una coleccion seminal es diferente (P<0,05) a la

obtenida en tres colecciones seminales por semana, encontrdndose mayor

65



volumen seminal en esta frecuencia de coleccion seminal (cuadro 23 y figura
9).

El pH se muestra en el cuadro 24, figura 10 (Anexo 6), el pH fue mayor en
temperatura entre 29°C a 32°C en una y tres colecciones seminales por semana
a diferencia del pH del eyaculado obtenido en temperatura ambiental de 20°C a
25°C en una frecuencia de coleccion seminal por semana fue menor.

Estos resultados nos permiten sostener que la temperatura ambiental de 29°C a
32°C es un factor muy importante en el incremento del pH del eyaculado y la
frecuencia de coleccién seminal por semana, también va a incrementar los
valores de pH como sostiene Trudeau y Sanford (1986). Existen muchos
trabajos sobre el pH del eyaculado de cerdos, existiendo gran variacion en los
rangos obtenidos por diversos autores; asi tenemos un pH que oscila entre 6,5 a
7,5 (Weitze, 2000) y 7,2 a 7,5 (Ko6ning, 1,979) similares valores fueron
encontrados por Singlenton y Shelby (1972), mientras Strezezek, (2000)
encontr6 valores inferiores a los reportados por dichos autores.

Los cambios de pH en el eyaculado estd directamente relacionado con la
frecuencia de coleccion seminal ya que las glandulas sexuales accesorias son
determinantes para que el pH del eyaculado del cerdo tenga una reaccion
alcalina 0 mas acida (King y Macpherson, 2005); estas glandulas intervienen en
la composicion del eyaculado en 10 a 25%, la vesiculas seminales; 15 a 30% las
glandulas de Cowper y la prostata de 50 a 70% (Martin 1982; Buxadé 1984;
Setchell et al 1994; Luke y Coffey 1994; Garner y Hafez 1993). El pH tiende a
incrementarse cuando la frecuencia de coleccion seminal por semana es mayor
a una coleccién debido a la menor secrecién de fluido prostatico que posee un

pH acido (Buxadé, 1984).
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La densidad del eyaculado fue similar en ambas temperaturas asi como en las
diferentes colecciones, registrando promedio de 1, 074.

La literatura manifiesta que en climas templados y en meses calidos el volumen
seminal disminuye (Kolembrander y Kemp, 1990) no coincidiendo con lo
obtenido en el presente estudio, inclusive superando al promedio normal (218.8
ml) de volumen de eyaculado obtenido por (Graham et al., 1967). En otros
trabajos de investigacion sostiene que cerdos sometidos a temperatura alta el
volumen seminal se mantuvo constante (Gonzalez, 2002).

El volumen seminal se increment6 conforme se aumenta la frecuencia de
coleccion seminal, diferente a otros autores que sostienen que el volumen
disminuye en 20% cuando se realizan dos y tres colecciones por semana
(Mazzarri et al., 1969).

En el presente estudio una y tres frecuencias de coleccion seminal por semana
se obtuvo un pH (7,5) dentro de la temperatura de 29°C a 32°C con una
tendencia de incrementarse en este intervalo de temperatura inclusive llegando
al limite maximo de pH, sin embargo en la temperatura de 20°C a 25°C en una
frecuencia de coleccion seminal el pH fue menor, con respecto a tres colecciones
seminales por semana, resultado que no concuerda con lo obtenido por Buxadé,

(1984).

Cuadro 23: Efecto de la Frecuencia sobre el volumen seminal

Frecuencia de coleccion seminal Volumen seminal(ml)
Una coleccion 264,900 a
Tres colecciones 355,700 b

a/b: en columnas se muestran las significancias asint6ticas a un nivel de significancia de
0,05. Prueba de U Mann — Whitney- Wilcoxon
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Fig. 9: Efecto de la Frecuencia (unay dos colecciones) sobre el volumen seminal

Cuadro 24: Efecto de la Temperatura del medio ambiente y la frecuencia de
coleccion sobre el pH seminal

Temperatura Frecuencia de coleccion seminal por semana  pH
Una coleccion seminal 75a

De 29°C a 32°C . )
Tres colecciones seminales 75a
. . Una coleccion seminal 70b

De 20°C a 25°C . )
Tres colecciones seminales 7,3a

a/b: en columnas se muestran las significancias asint6ticas a un nivel de significancia de
0,05. Prueba de U Mann — Whitney- Wilcoxon
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Fig. 10: Efecto de la Temperatura del medio ambiente y la frecuencia de
coleccion sobre el pH seminal
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4.2.1.2. Caracteristicas de los espermatozoides por efecto de la temperatura
ambiental sobre la motilidad en masa, motilidad individual, vitalidad,
concentracion espermatica, integridad acrosomal, test de resistencia
osmotica y morfoanomalias
La motilidad, cuadro 25 y figuras 11 y 12; en la motilidad en masa e individual
del semen de los cerdos por efecto de la temperatura ambiental por frecuencia
de coleccion seminal por semana (interaccion), se comportaron en forma
diferente (P<0,05), registrando el menor porcentaje de motilidad en masa
(71,70%) e individual (70,30%) en tres colecciones a temperatura de 29°C a
32°C, datos que también lo manifiesta Trudeau y Sandford, (1986) que en meses
calidos la motilidad disminuye; no sucediendo lo mismo en temperatura de 20°C
a 25°C.
La motilidad espermatica en masa e individual tiene una tendencia de disminuir
en temperatura de 29°C a 32°C cuando se incrementd la frecuencia de coleccion
seminal y si comparamos estos resultados con la morfologia cola en latigo
(cuadro 29) siguen la misma tendencia de incrementarse esta anomalia cuando
se aumento la frecuencia de coleccion seminal en temperatura de 29°C a 32°C;
esta alteracion espermatica va a disminuir el porcentaje de motilidad en masa
como individual debido que su estructura del espermatozoide ha sido alterado
es decir que la membrana del flagelo que esta constituida por regiones donde se
lleva a cabo los procesos energéticos como la region que contiene la vaina
mitocondrial, parte principal y la pieza terminal (Eddy y O"Brien, 1994);
desempefiando la vaina mitocondrial una funcion importante en el metabolismo
aerobico y el espermatozoide es més eficiente de producir ATP en esta zona

(Hafez, 1993), y la energia serd tomada para contraerse y propulsar al
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espermatozoides; encontrandose una correlacion positiva entre la cantidad de

ATP en la célula espermética y el movimiento que este realiza (Aalberts et al,

1985).

Cuadro 25: Efecto de la temperatura ambiental sobre la motilidad en masa e

individual del semen de los cerdos por efecto de la temperatura

ambiental por frecuencia de coleccion seminal por semana

(experimento 2).

Frecuencia de

Temperatura coleccién seminal por Motilidad en Motilidad
masa (%) Individual (%)
semana
beagca U 0 %002
e seminales 71,70 b 70,30 b
oogros Ul owos o
25°C 98,00 a 98,00 a

seminales

a/b: en columnas se muestra la significancia osmotica a un nivel de significancia

de 0,05. Prueba de U Mann — Whitney.
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Fig. 11: Efecto de la temperatura ambiental y frecuencia de coleccion sobre
la motilidad en masa
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Fig. 12: Efecto de la temperatura ambiental y frecuencia de coleccion sobre
la motilidad individual

El porcentaje de Vitalidad espermatica se presenta en el cuadro 26 y figura 13,
encontrdndose porcentajes diferentes (P<0,05) siendo menor el porcentaje
obtenido, cuando los cerdos fueron sometidos a temperaturas entre 29°C a 32°C y
se realizo tres colecciones seminales (83,4%) en comparacion cuando los cerdos
fueron sometidos a temperaturas entre 29°C a 32°C con una coleccion (90%) y
temperaturas de 20°C a 25°C con una coleccion (97,40%) y tres colecciones

seminales (90,5%)

La vitalidad espermaética esta relacionada con la motilidad progresiva (Hafez, 1993
y Sorensen, 1982) y se encontré que en zonas tropicales la vitalidad espermatica
fue mayor (Fuentes et al.,, 1992) y en otros latitudes (Park y Yi, 2002),
observandose en el presente trabajo que hay tendencia de disminuir la vitalidad en
temperatura de 29°C a 32°C en tres colecciones seminales no ocurriendo lo mismo

en temperatura de 20°C a 25°C existiendo relacion entre la vitalidad espermatica
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(cuadro 26) y la motilidad individual (cuadro 25) tal como lo manifiestan (Hafez,

1993 y Sorensen, 1982).

Cuadro 26: Caracteristicas de la vitalidad espermatica del semen de los cerdos
por efecto de la temperatura ambiental por frecuencia de
coleccidn seminal por semana (experimento 2).

Temperatura Frecuencia de coleccion Vitalidad %

seminal por semana

De 29°C a 32°C Una coleccion seminal 90,00 a
Tres colecciones seminales 83,40 b
De 20°C a 25°C Una coleccion seminal 97,40 a
Tres colecciones seminales 90,50 a

a/b: en columnas se muestran la similitud, el nivel de significancia de 0,05. Prueba de

Kruskal- Wallis.
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Fig. 13: Caracteristicas de la vitalidad espermatica del semen de los cerdos por
efecto de la temperatura ambiental por frecuencia de coleccién seminal
por semana (experimento 2).

La concentracion espermatica por ml tuvo un promedio 190,500%10°, no existiendo

diferencia estadistica (p>0,05) por efecto de la temperatura y la frecuencia de coleccion

seminal por semana. Se conoce que la concentracion espermatica tiende a disminuir
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conforme se incrementa la frecuencia de coleccion seminal (Mazzarri et al; 1969), lo
que no ocurrid en el presente experimento. Igualmente el trabajo realizado por Gonzalez
(2002) en temperatura alta la concentracion espermética en cerdos se mantuvo

constante.

La Integridad del acrosoma se expresa en el cuadro 27 y figura 14, existiendo
diferencias (p<0,05), en las temperaturas estudiadas, cuyos porcentajes menores se
registraron a temperaturas de 29°C a 32°C en una (78,2%) y tres (76,8%) colecciones
semanales, seguido por tres colecciones semanales (91,3%) a temperatura de 20°C a
25°C, obteniendo el mayor porcentaje de integridad a una coleccién semana a
temperatura de 20°C a 25°C. La estructura espermatica como en este caso donde la
integridad del acrosoma fue afectada por la temperatura tal como lo sostiene Wetterman

etal., (1976).

El test de resistencia osmética fue diferente (P<0,05) en la frecuencia de coleccion,
siendo el mayor porcentaje de resistencia osmotica en una coleccion semanal (91,6%)
comparado con las tres colecciones semanales (78,9%), como esta demostrado en la
cuadro 28 y figura 15.

Cuadro 27: Efecto de la temperatura ambiental y la frecuencia de coleccion

seminal por semana sobre la integridad de los acrosomas

(experimento 2)

Frecuencia de

Temperatura coleccion seminal por Integridad del acrosoma(%6)
semana
Una coleccion seminal 78,20 Cc
De 29°C a32°C Tres colecciones
. 76,80 Cc
seminales
Una coleccion seminal 97,00 a
De 20°C a 25°C Tres colecciones
. 91,30 b
seminales

a/b: en columnas se muestra las significancia a un nivel de significancia de 0,05
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Fig. 14: Efecto de la temperatura ambiental y la frecuencia de coleccién seminal
por semana sobre la integridad de los acrosomas (experimento 2)

Cuadro 28: Efecto de la frecuencia de coleccion seminal por semana sobre el test

de resistencia osmotica (experimento 2)

Frecuencia de coleccion Test de resistencia osmotica (%)
Una coleccion 91,60 a
Tres colecciones 78,90 b

a/b en columnas se muestran las significancias a un nivel de significancia de 0,05. Prueba de
U Mann — Whitney.
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Fig. 15: Efecto de la frecuencia de coleccion seminal por semana sobre el test de
resistencia osmética (experimento 2)
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Las morfoanomalias se presentan en el cuadro 29, figura 16 (anexo 12), existiendo
diferencias (P<0,05) por efecto de la temperatura ambiental para las morfoanomalias;
cola en latigo y gota citoplasmatica proximal cuadro 30 y figura 17, esto no sucedié en
la morfoanomalia gota citoplasmatica distal que se comportaron similar (P>0,05) en

ambas temperaturas estudiadas; cuyo promedio fue (3,05%).

Una de las caracteristicas que més fue afectada por efecto de la temperatura es la
presencia de cola en Iatigo en la estructura espermatica, estas lesiones espermaticas se
pueden producir en la espermatogénesis y en el recorrido que realiza el espermatozoide

a través del epididimo (Larson 1986; Malmgren 1997; Slaweta y Strezezek, 1984).

La morfologia gota citoplasmatica distal y proximal se encuentran dentro de los rangos
normales establecidos por (Martinez et al., 1992; Larson, 1986). Es importante destacar
que la morfoanomalia cola en latigo tiene una interaccion (p<0,05) entre temperatura
ambiental y frecuencia de coleccion seminal por semana y se observa la significatividad
(P<0,05) que existe entre una y tres frecuencias de coleccién seminal por semana en
temperatura ambiental entre 29°C a 32°C. Es decir que estos dos factores se suman para

incrementar esta morfoanomalias espermaticas.

Cuadro 29: Morfoanomalias espermaticas, cola en latigo, por efecto de la
temperatura ambiental * Frecuencia de coleccion seminal por
semana (experimento 2).

Frecuencia de coleccion Morfologia cola en latigo

Temperatur .
emperatura seminal por semana (%)
Una coleccion seminal 19,40 b
De 29°C a32°C Tres colecciones
) 70,30 a
seminales
Una coleccion seminal 6,00 bc
° ° Tres colecciones
De 20°C a 25°C _ 3.00
seminales
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Fig. 16: Morfoanomalias espermaticas, cola en latigo, por efecto de la
temperatura ambiental * Frecuencia de coleccion seminal por semana
(experimento 2).

Cuadro 30: Efecto de la temperatura ambiental sobre la morfologia de la gota
citoplasmatica proximal. (Experimento 2)

Morfologia gota citoplasmatica

Temperatura proximal (%0)

De 29°C a 32°C 4.80a

De 20°C a 25°C 0,60 b
Promedio 2,10

a/b: en columnas se muestran las significancias asint6ticas a un nivel de significancia de 0,05.
Prueba de U Mann — Whitney.
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Fig. 17: Efecto de la temperatura ambiental sobre la morfologia de la gota
citoplasmatica proximal. (Experimento 2).
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones
e La temperatura ambiental entre 29°C a 32°C no afect0 las caracteristicas
fisicas (volumen, pH y densidad) del eyaculado, el volumen seminal aumento
cuando la frecuencia de coleccion seminal fue de tres colecciones por

Semana.

e La temperatura ambiental de 29°C a 32°C origind una disminucion de
motilidad en masa, motilidad individual, integridad del acrosoma, test de

resistencia osmatica, y aumentd la morfologia espermatica (cola en 1atigo).

e La concentracion espermatica disminuy6 al incrementar la frecuencia de
coleccién seminal a tres colecciones seminales por semana en ambas

temperaturas estudiadas.
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5.2.  Recomendaciones
En las condiciones y la localidad donde se llevo a cabo el estudio se recomienda:
¢ Realizar una coleccion seminal por semana a los verracos que se encuentran

en el distrito de Reque — Lambayeque.

e En época de verano en el distrito de Reque, Departamento de Lambayeque
investigar el efecto de la GnRh en cerdos sobre la calidad espermaética
(volumen seminal, ph, densidad, motilidad en masa, motilidad individual,
concentracion espermatica, vitalidad, integridad acrosomica, test de
resistencia osmatica, morfologia cola en latigo, gota citoplasmatica proximal

y gota citoplasmatica distal.
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Anexo 1: Estadigrafos de las caracteristicas espermaticas de los verracos por

efecto de la temperatura ambiental (experimento 1).

. Volumen  Motilidad  Motilidad Vitalidad
Concentracién

- Seminal en Masa Individual ~ Espermatica
Temperatura espermatica +(ml) (mi) (%) (%) (%)
Promedio 3,2694E8  230,4517 72,7425 74,9300 74,38083
De 29°C a
Kurtosis -0.770 -1,572 -1,715 4,681 0,252
32°C
Varianza 1,410E17  1969,105 264,500 159,814 291,337
Promedio 94744444, 4450 233,4517 90,1040 89,6517 87,98500
De 20°C a
Kurtosis 3,560 -2,030 0,352 ,616 0,132
25°C
Varianza 4970 E15 2050,243 46,697 45,777 47,489
Promedio 2,1084E8 231,9517 81,4233 82,2908 81,18292
Total Kurtosis 3,363 -1,527 0,829 4,148 1,690
Varianza 8,107E16  1829,431 223,659 152,558 204,487
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Test

Morfologia

Acrosomas . - o Gota Gota .
Resistencia Espermética . - . - Densidad
normales Osmoética cola de mtoplas_matlca Cltoplgsmatlca pH Seminal
Temperatura (%) %) latigo (%) Proximal Distal
Promedio 55,8050 48,40967 31,60417 6,20817 2,49300 7,627917 1,012375
De
29°Ca  Kurtosis 0,849 0,778 -0,777 -1,318 5,273 -0,051 0,389
32°C
Varianza 412,523 412,450 268,878 5,511 3,208 0,011 0,000
Promedio 81,2983 71,61417  19,71467 3,96417 ,57583 7,583333 1,012825
De
20°Ca  Kurtosis 2,059 1,427 0,976 -2,159 -0,796 6,000 3,960
25°C
Varianza 71,684 179,150 86,525 11,568 0,672 0,042 0,000
Promedio 68,5517 60,01192  25,65942 5,08617 1,53442 7,605625 1,012600
Total Kurtosis -0,489 -0,497 -0,603 -1,574 5,189 2,898 3,491
Varianza 397,342 415,759 200,099 9,136 2,766 0,024 0,000
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ANEXo 2:

por efecto de la temperatura ambiental (experimento 1).

Prueba de hipotesis de las caracteristicas espermaticas de los verracos

Hipotesis Nula Test Sig.  Decision
1 Ladistribucion de la concentracion espermatica
) ) Prueba de U Retener la
(ml) es la misma entre las categorias de la ] 0,337 .
Mann-Whitney hipotesis nula
temperatura
2  La distribucion de Volumen Seminal (ml) es la  Pruebade U 0749 Retener la
misma entre las categorias de la temperatura Mann-Whitney ' hipétesis nula
3 La distribucion de Motilidad en Masa (%)es la  Prueba de U 0.037 Rechazar la
misma entre las categorias de la temperatura Mann-Whitney ' hipétesis nula
4 Ladistribucién de motilidad individual (%)es la  Prueba de U 0.010 Rechazar la
misma entre las categorias de la temperatura Mann-Whitney ' hipétesis nula
5 La distribucién de vitalidad Espermatica (%)es  Pruebade U 0.128 Retener la
la misma entre las categorias de la temperatura ~ Mann-Whitney ' hip6tesis nula
6 Ladistribucion de Acrosomas Normales (%)esla  Prueba de U 0.037 Rechazar la
misma entre las categorias de la temperatura Mann-Whitney hip6tesis nula
7  Ladistribucion de Test de resistencia Osmotica
. ] Prueba de U Rechazar la
(%)es la misma entre las categorias de la ) 0,05 .
Mann-Whitney hipétesis nula
temperatura
8 Ladistribucion de morfologia Espermatica Cola
. ) ) Prueba de U Retener la
de Latigo (%)es la misma entre las categorias de ) 0,262 .
Mann-Whitney hipétesis nula
la temperatura
9 Ladistribucion de gota Citoplasmatica proximal ~ Prueba de U 0.262 Retener la
es la misma entre las categorias de latemperatura Mann-Whitney ' hipétesis nula
10 La distribucién de gota Citoplasmatica distal es  Prueba de U 0.024 Rechazar la
la misma entre las categorias de la temperatura ~ Mann-Whitney ' hipétesis nula
11 La distribucién de pH es la misma entre las  Pruebade U 0.104 Retener la
categorias de la temperatura Mann-Whitney ' hipétesis nula
12 Ladistribucion de Densidad Seminal eslamisma  Prueba de U 0.872 Retener la

entre las categorias de la temperatura

Mann-Whitney

hipotesis nula
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Anexo 3: Estadigrafos de las caracteristicas espermaticas de los verracos por
efecto de la frecuencia de coleccion seminal por semana (experimento
1)

L Volumen Motilidad Motilidad Vitalidad
Concentracion

Frecuencia de coleccion espermatica +(ml) Seminal en Masa Individual  Espermatica
P (mi) (%) (%) (%)
Promedio 3,4700E8 226,5625 80,9375 86,5625  86,12500
una
) N 4 4 4 4 4
coleccién
Kurtosis 3,573 -3,801 1,164 2,858 3,477
Promedio 2,3480E8 212,4400 83,7500 83,1250  83,71875
dos
) N 4 4 4 4 4
colecciones
Kurtosis 3,967 -5,629 ,009 -1,411 -0,004
Promedio 50733333,3325 256,8525 79,5823 77,1850  73,70500
tres
) N 4 4 4 4 4
colecciones
Kurtosis 2,997 3,516 3,962 2,583 2,641
Promedio 2,1084E8 231,9517 81,4233 82,2908  81,18292
Total N 12 12 12 12 12
Kurtosis 3,363 -1,527 0,829 4,148 1,690
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Morfologia

Acrosomas Test Espermatica Gota Gota )
. i esistencia . - . . Densidad
Frecuencia de coleccion normales Osméti - citoplasméati  Citoplasmat pH .
o smotica  cola de latigo : A Seminal
(%) o ca Proximal ica Distal
(%)
(%)
. 75,8750 70,40625 28,68750 3,31250 1,00000 7,53125 1,014738
Promedio
una
coleccion N 4 4 4 4 4 4 4
Kurtosis 2,971 2,419 -,862 -3,202 -5,412 4,000 -1,013
. 70,2200 61,82750 22,87500 4,21875 , 71875  7,57812 1,011413
Promedio
dos
coleccione 4 4 4 4 4 4 4
s N
Kurtosis -5,678 -2,163 -2,810 -5,719 -5,037 -3,901 2,607
. 59,5600 47,80200 25,41575 7,72725 2,88450  7,70750 1,011650
Promedio
tres
coleccione 4 4 4 4 4 4 4
s N
Kurtosis ,538 1,468 2,816 ,865 3,431 -2,266 -5,518
. 68,5517 60,01192 25,65942 5,08617 1,53442  7,60562 1,01260
Promedio
Total N 12 12 12 12 12 12 12
Kurtosis -0,489 -,497 -,603 -1,574 5,189 2,898 3,491
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Anexo 4: Prueba de hipotesis de las caracteristicas espermaticas de los verracos

por efecto de la frecuencia de coleccion seminal por semana

(experimento 1)

Hipotesis Nula Test Sig.  Decision

1 La distribucién de la concentracion Prueba de 0,005 Rechazar la
espermatica (ml) es la misma entre las Jonckheere - hipétesis nula
categorias de la Frecuencia Terpstra

2 Ladistribucion de Volumen Seminal (ml) Prueba de 0,306 Retener la
es la misma entre las categorias de la  Jonckheere - hipétesis nula
Frecuencia Terpstra

3 Ladistribucion de Motilidad en Masa (%) Prueba de 0,77  Retener la
es la misma entre las categorias de la  Jonckheere - hipétesis nula
Frecuencia Terpstra

4 La distribucion de motilidad individual Prueba de 0,558 Retener la
(%)es la misma entre las categorias de la  Jonckheere - hipétesis nula
Frecuencia Terpstra

5 La distribucién de vitalidad Espermaética Prueba de 0,164 Retener la
(%)es la misma entre las categorias de la  Jonckheere - hipétesis nula
Frecuencia Terpstra

6 La distribucion de Acrosomas Normales Prueba de 0,079 Retener la
(%)es la misma entre las categorias de la  Jonckheere - hipétesis nula
Frecuencia Terpstra

7 La distribucion de Test de resistencia Prueba de 0,057 Rechazar la
Osmética (%)es la misma entre las  Jonckheere - hip6tesis nula
categorias de la Frecuencia Terpstra

8 La distribucion de morfologia Prueba de 0,661 Retener la
Esperméatica Cola de Latigo (%)es la  Jonckheere - hipétesis nula
misma entre las categorias de la Terpstra
Frecuencia

9  La distribucion de gota Citoplasmatica Prueba de 0,05 Rechazar la
proximal es la misma entre las categorias ~ Jonckheere - hip6tesis nula
de la Frecuencia Terpstra

10 La distribucion de gota Citoplasmatica Prueba de 0,184 Retener la
distal es la misma entre las categorias de Jonckheere - hipotesis nula
la Frecuencia Terpstra

11 La distribucion de pH es la misma entre Prueba de 0,117 Retener la
las categorias de la Frecuencia Jonckheere - hipétesis nula

Terpstra

12 Ladistribucion de Densidad Seminal es la Prueba de 0,302 Retener la
misma entre las categorias de la  Jonckheere - hipotesis nula
Frecuencia Terpstra
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Anexo 5: Estadigrafos de las caracteristicas espermaticas de los verracos por
efecto de la interaccion de la temperatura ambiental y frecuencia de

coleccion seminal por semana (experimento 1).

Motilidad Motilidad ., Vitalidad  Resistencia
., Volumen . Concentracién - -
Interaccion seminal ml en Masa Individual Esperma (ml) Espermatica Osmética
(%) (%) P (%)  (ORT-%)
Promedio 269.0000 98.0000  96.0000  9.8400E+08 90.0000 90.2000
temperatura
29 a 30°C una N 5 5 5 5 5 5
frecuenciade  Kurtosis 2.924 5.000 -3.333 791 -2.972 -2.186
coleccion \/iancia 4130000 20000  30.000  6.2030E+16 33.500 61.575
Promedio 333.4000 71.7000  70.3000  8.1600E+08 83.4000 76.2000
temperatura
29 a2 30°C tres N S S S S S 5
frecuenciasde  Kurtosis .703 1.716 2.070 -.613 1.924 -714
coleccion \iancia  8910.300 1015700 949.200  4.6693E+16 317.300 387.700
Promedio 260.8000  100.0000 100.0000  4.1920E+09 97.4000 93.0000
temperatura N 5 5 5 5 5 S

20a25°Cuna Desviacion
frecuencia de estandar

coleccion Kurtosis -1.347 ) . -3.082 4.302 580
Variancia  4163.200 .000 .000 1.7620E+19 22.800 6.500
Promedio  378.0000  98.0000  98.0000  1.6280E+09 90.5000 81.6000

64.52286 .00000 .00000 4.1976E+09 4.77493 2.54951

temperatura N 5 5 5 5 5 5

20a25°Chies  Desviacion 79 91070 447204 447204 11274E+09 871063  8.76356
frecuencias de  estandar

coleccion Kurtosis 2.563 5.000 5.000 264 -2.977 765
Variancia ~ 5157.500  20.000  20.000  1.2710E+18 75.875 76.800
Promedio  310.3000  91.9250 91.0750  1.9050E+09 90.3250 85.2500
N 20 20 20 20 20 20
Total D:t‘;':g;‘r’” 8454466 1014369 19.07621  2.4355E+09  10.97518  12.62673
Kurtosis -417 11181  10.687 5.786 5.507 3.380

Variancia 7147.800 366.481 363.902 5.9318E+18 120.455 159.434
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Mormo

- Acrosomas Gota . Gota
. anomalia . - Densidad . "
Interaccion espermatica Normales citoplasmaética pH Evaculado Citoplasmética
P 5%0) (%)  proximal (%) y Distal (%)
Promedio 19.4000b  78.2000 ¢ 5.4000 a 7.5000a 1.236200a 2.2000 a
temperatura N 5 5 5 5 5 5
29 a30°C Desviacit
una e 1738678 2473257 3.50714 .00000 3726489 1.64317
frecuencia de
coleccién Kurtosis 3.198 4,081 791 4.841 -1.687
Variancia 302.300 611.700 12.300 .000 139 2.700
Promedio 70.3000a  76.8000c 4.2000 a 7.5000a 1.030600 a 5.0000 a
temperatura N 5 5 5 5 5 5
29 a30°C Desviacis
tres e 1084320 18.40720 5.84808 .00000 .0376802 1.73205
frecuencias
de coleccion Kurtosis 1.185 -2.159 2.548 4,997 3.667
Variancia 117.575 338.825 34.200 .000 .001 3.000
Promedio 6.0000 bc  97.0000 a .6000 b 7.0000 b 1.015000 a 2.4000 a
temperatura N 5 5 5 5 5 5
20a25°C Desviacié
una eSVIACIon 5 24404 3.46410 1.34164 .00000 0032404 3.36155
. estandar
frecuencia de
coleccion Kurtosis -2.522 3.979 5.000 -2.898 -2.195
Variancia 27.500 12.000 1.800 .000 .000 11.300
Promedio 3.0000 ¢ 91.3000 b .6000 b 7.3000a 1.013200a 2.6000 a
temperatura N 5 5 5 5 5 5
20a25°C Desviacié
tres esviacion 1.41421 6.71379 89443 27386 0019235 3.57771
. estandar
frecuencias
de coleccion Kurtosis -1.750 -1.797 313 -3.333 2.608 -3.075
Variancia 2.000 45.075 .800 .075 .000 12.800
Promedio 24.6750 85.8250 2.7000 7.3250  1.073750 3.0500
N 20 20 20 20 20 20
Desviacion
) 29.41324 17.01801 3.89467 24468 1970912 2.76205
Total estandar
Kurtosis -.623 3.727 2.518 -1.719 18.783 -1.282
Variancia 865.139 289.613 15.168 .060 .039 7.629
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Anexo 6: Prueba de hipotesis de las caracteristicas espermaticas de los verracos
por efecto de la interaccion de la temperatura ambiental y frecuencia

de coleccion seminal por semana (experimento 1).

Hipdtesis Nula Test Sig. Decision
La distribucion de la concentracién Prueba de
> . Retener la
1 espermatica (ml) es la misma entre las Kruskal - 0,222 hinotesis nula
categorias de la Frecuencia Wallis P
La distribucion de Volumen Seminal (ml) es Prueba de Retener la
2 . . : Kruskal - 0,095 L
la misma entre las categorias de la Frecuencia Wallis hipotesis nula
La distribucién de Motilidad en Masa (%) es Prueba de Rechazar la
3 . p ; Kruskal - 0,030 L
la misma entre las categorias de la Frecuencia Wallis hipotesis nula
La distribucion de motilidad individual (%)es Prueba de Rechazar la
4 . . ; Kruskal - 0,023 L
la misma entre las categorias de la Frecuencia Wallis hipétesis nula
La distribucion de vitalidad Esperméatica  Prueba de Retener la
5 (%)es la misma entre las categorias de la Kruskal - 0,119 . [ .
. . hipotesis nula
Frecuencia Wallis
La distribucion de Acrosomas Normales Prueba de Rechazar la
6 (%)es la misma entre las categorias de la Kruskal - 0,022 .~
. : hipétesis nula
Frecuencia Wallis
La distribucion de Test de resistencia Prueba de Retener la
7 Osmotica (%)es la misma entre las categorias Kruskal - 0,125 ...
i : hipétesis nula
de la Frecuencia Wallis
La distribucion de morfologia Espermatica Prueba de Rechazar la
8 Cola de Latigo (%)es la misma entre las Kruskal - 0,002 . .
; . . hipétesis nula
categorias de la Frecuencia Wallis
La distribucion de gota Citoplasmatica  Prueba de
. . . Retener la
9 proximal es la misma entre las categorias de Kruskal - 0,098 . /.~
. : hipétesis nula
la Frecuencia Wallis
La distribucion de gota Citoplasmatica distal Prueba de
; , Retener la
10 es la misma entre las categorias de la Kruskal - 0,330 s
. . hipotesis nula
Frecuencia Wallis
La distribucion de pH es la misma entre las Prueba de Rechazar la
11 . . Kruskal - 0,003 R
categorias de la Frecuencia . hipotesis nula
Wallis
La distribucion de Densidad Seminal es la Prueba de Retener la
12 : . . Kruskal - 0,261 S
misma entre las categorias de la Frecuencia Wallis hipotesis nula
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Anexo 7: Estadigrafos de las caracteristicas espermaticas de lo verracos por

efecto de la temperatura ambiental (experimento 2).

Volumen Motilidad Motilidad Vitalidad Resistencia
Concentracion
Temperatura seminal en Masa Individual Espermatica  Osmotica
Esperma (ml)
ml (%) (%) (%) (ORT-%)
Temperatura Promedio 301.2000 84.8500 83.1500 9.0E+08 86.7000 83.2000
entre 29 - 32
e N 10 10 10 10.0 10 10
Kurtosis -1.089 4.947 4.978 0.1 4.751 2.233
Variancia 6947.733 652.447 618.669 5.6E+16 168.011 254.122
Temperatura Promedio  319.4000 99.0000 99.0000 2.9E+09 93.9500 87.3000
entre 20 -
25°C N 10 10 10 10.0 10 10
Kurtosis 429 10.000 10.000 0.9 -1.477 -1.558
Variancia 7958.044 10.000 10.000 1.0E+19 57.081 73.122
Total Promedio  310.3000 91.9250 91.0750 1.9E+09 90.3250 85.2500
N 20 20 20 20.0 20 20
Kurtosis -417 11.181 10.687 5.8 5.507 3.380
Variancia 7147.800 366.481 363.902 5.9E+18 120.455 159.434
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Mormo

Acrosomas Gota Gota
anomalia Densidad
Temperatura Normales citoplasmatica pH Citoplasmética
espermatica Eyaculado
(%) proximal (%) Distal (%)
(%)

Promedio 44.8500 77.5000 4.8000 7.5000 1.133400 3.6000

N 10 10 10 10 10 10

Temperatura
entre 29 - 32 °C .

Kurtosis -1.833 529 202 9.434 1.489
Variancia 906.281 423.000 21.067 .000 .074 4711
Promedio 4.5000 94.1500 .6000 7.1500 1.014100 2.5000

N 10 10 10 10 10 10

Temperatura
entre 20 - 25°C i

Kurtosis -.397 .695 1.864 -1.224 .340 -1.978
Variancia 15.611 34.392 1.156 .058 .000 10.722
Promedio 24.6750 85.8250 2.7000 7.3250 1.073750 3.0500

N 20 20 20 20 20 20
Kurtosis -.623 3.727 2518 -1.719 18.783 -1.282
Total Variancia 865.139 289.613 15.168 .060 .039 7.629
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Anexo 8:

Prueba de hipotesis de las caracteristicas espermaticas de los verracos

por efecto de la temperatura ambiental (experimento 2).

Hipotesis Nula Test Sig.  Decision

1 La distribucion de la concentracion PruebadeU 0,63  Retener la
esperméatica (ml) es la misma entre las Mann- hipétesis nula
categorias de la Frecuencia Whitney

2  La distribucion de Volumen Seminal (ml) Pruebade U 0,733 Retener la
es la misma entre las categorias de la Mann- hipétesis nula
Frecuencia Whitney

3  Ladistribuciéon de Motilidad en Masa (%) Pruebade U 0,123 Retener la
es la misma entre las categorias de la Mann- hipGtesis nula
Frecuencia Whitney

4 La distribucion de motilidad individual Pruebade U 0,043 Rechazar la
(%)es la misma entre las categorias de la Mann- hipétesis nula
Frecuencia Whitney

5 La distribucion de vitalidad Esperméatica PruebadeU 0,089 Retener la
(%)es la misma entre las categorias de la Mann- hipétesis nula
Frecuencia Whitney

6 La distribucién de Acrosomas Normales Pruebade U 0,007 Rechazar la
(%)es la misma entre las categorias de la Mann- hipétesis nula
Frecuencia Whitney

7 La distribucién de Test de resistencia Pruebade U 0,739 Retener la
Osmética (%)es la misma entre las Mann- hip6tesis nula
categorias de la Frecuencia Whitney

8  Ladistribucion de morfologia Esperméatica  Pruebade U 0,000 Rechazar la
Cola de Latigo (%)es la misma entre las Mann- hipétesis nula
categorias de la Frecuencia Whitney

9 La distribucién de gota Citoplasmatica Pruebade U 0,029 Rechazar la
proximal es la misma entre las categorias de Mann- hipétesis nula
la Frecuencia Whitney

10 La distribucion de gota Citoplasmatica Pruebade U 0,393 Retener la
distal es la misma entre las categorias de la Mann- hipétesis nula
Frecuencia Whitney

11 Ladistribucion de pH es la misma entre las  Pruebade U 0,007 Rechazar la
categorias de la Frecuencia Mann- hipotesis nula

Whitney

12 La distribucion de Densidad Seminal es la  Pruebade U 0,089 Retener la

misma entre las categorias de la Frecuencia Mann- hipétesis nula
Whitney
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Anexo 9: Estadigrafos de las caracteristicas espermaticas de los verracos por
efecto de la frecuencia de coleccion seminal por semana (experimento
2).

Volumen Motilidad Motilidad Vitalidad Resistencia

Frecuencia de Concentracién

Coleccion seminal en Masa  Individual Esperma (ml) Espermatica  Osmotica
ml (%) (%) P (%) (ORT-%)
Promedio  264.9000  99.0000  98.0000 2.5880E-+09 93.7000 91.6000
N 10 10 10 10 10 10
una
coleccion  osis  -314 10.000 1.406 1.448 -1.551 -.060
Variancia 3704.544  10.000 17.778 1.072E+19 40.233 32.433
Promedio 3557000  84.8500  84.1500 1.222E+09 86.9500 78.9000
N 10 10 10 10 10 10
tres
colecciones  iosis  1.274 4.947 4813 3.784 3.317 1.416
Variancia 6804.900  652.447  643.892 7.688E+17 188.747 214.544
Promedio 310.3000 91.9250  91.0750 1.905E+09 90.3250 85.2500
N 20 20 20 20 20 20
Total
Kurtosis ~ -.417 11.181 10.687 5.786 5.507 3.380
Variancia 7147.800  366.481  363.902 5.932E+18 120.455 159.434
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Morfo

Frecuencia de anomalia Acrosomas Gota Densidad Gota
Coleccion espermatica Normales  citoplasmatica  pH Evaculado Citoplasmatica
P (5%6) (%) proximal (%) y Distal (%)
Promedio 12.7000 87.6000 3.0000 7.2500 1.125600 2.3000
N 10 10 10 10 10 10
una
coleccion \ osis 5772 7.619 1132 2571 9534 _605
Variancia 196.456 375.378 12.667 .069 .075 6.233
Promedio 36.6500 84.0500 2.4000 7.4000 1.021900 3.8000
N 10 10 10 10 10 10
tres
colecciones \ osis 2,283 1.262 6.559 1406  9.932 -1.207
Variancia 1311.281 229.025 19.156 .044 .001 8.622
Promedio 24.6750 85.8250 2.7000 7.3250 1.073750 3.0500
N 20 20 20 20 20 20
Total
Kurtosis -.623 3.727 2.518 -1.719 18.783 -1.282
Variancia 865.139 289.613 15.168 .060 .039 7.629
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Anexo 10: Prueba de hipotesis de las caracteristicas espermaticas de los verracos

por efecto de la frecuencia de coleccion seminal por semana

(experimento 2).

Hipotesis Nula Test Sig. Decision
La distribucion de la concentracion espermatica  Prueba de Retener la
1 (ml) es la misma entre las categorias de la UMann- 0,393 hipotesis
Frecuencia Whitney nula
o . Prueba de Rechazar la
5 La distribucion de Volgmen Seminal (m_I) es la UMann- 0,015  hipotesis
misma entre las categorias de la Frecuencia .
Whitney nula
La distribucion de Motilidad en Masa (%) es la Prueba de Rgte,ner_la
3 . . . U Mann- 0,123 hipétesis
misma entre las categorias de la Frecuencia .
Whitney nula
La distribucion de motilidad individual (%)es la  T1eba de Retener la
4 misma entre las categorias de la Frecuencia UMann- 0,165 hipotesis
Whitney nula
o - . Prueba de Retener la
0
5 La_l distribucion de wtahglad Espermatica (_/o)es la UMann- 0,165 hipétesis
misma entre las categorias de la Frecuencia .
Whitney nula
La distribucion de Acrosomas Normales (%)es la Prueba de Rgte,ner_la
6 . . ; U Mann- 0,165 hipétesis
misma entre las categorias de la Frecuencia .
Whitney nula
La distribucion de Test de resistencia Osmdtica  Prueba de Rechazar la
7 (%)es la misma entre las categorias de la UMann- 0,019  hipotesis
Frecuencia Whitney nula
La distribucion de morfologia Espermatica Cola  Prueba de Retener la
8 de Latigo (%)es la misma entre las categoriasde U Mann- 0,436  hipotesis
la Frecuencia Whitney nula
e . - . Prueba de Retener la
9 La dlst_rlbucmn de gota Cltoplasmatlca proxnn_al UMann- 0684 hipotesis
es la misma entre las categorias de la Frecuencia .
Whitney nula
o . ey Prueba de Retener la
10 La_l distribucién de gota Qltoplasmatlca dls'_[al esla UMann- 0,247 hipotesis
misma entre las categorias de la Frecuencia .
Whitney nula
o, - Prueba de Retener la
11 La dISt,I’IbUCIOH de pH es la misma entre las UMann- 0,280 hipotesis
categorias de la Frecuencia .
Whitney nula
o . . . Prueba de Retener la
La distribucion de Densidad Seminal es la misma S
12 p . U Mann- 0,736 hipétesis
entre las categorias de la Frecuencia .
Whitney nula
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Anexo 11: Estadigrafos de las caracteristicas espermaticas de los verracos por

efecto de la interaccion de la temperatura ambiental y frecuencia de

coleccion seminal por semana (experimento 2).

., Volumen Motilidad Motilidad Vitalidad Acrosomas
., Concentracién . L .
Interaccion - I Seminal en Masa Individual Espermética  normales
espermatica +(ml) (mi) (%) (%) (%) (%)
Promedio 5.3580E+08 2125000 71.8750  83.1250 80.00000 62.8750
N 2 2 2 2 2 2
29a32°C -
N Una D(fsst‘;fg;‘:” 5.4900E+08  65.40738 22.09709  2.65165  23.334524  38.00699
frecuencia .
Kurtosis
Varianza 3.0140E+17 4278125  488.281 7.031 544.500 1444531
Promedio 3.8690E+08 210.9400 77.1875  76.8750 81.31250 58.8750
N 2 2 2 2 2 2
29a32°C -
con dos D:jt‘;'r‘?ggr’” 4.0602E+08  36.68470 574524 265165 5214913  1.23744
frecuencias .
Kurtosis . . . . . .
Varianza 1.6485E+17 1345767  33.008 7.031 27.195 1531
Promedio 5.8133E+07 267.9150  69.1650  64.7900 61.83000 45.6650
N 2 2 2 2 2 2
29a32°C C
contres ~ Desviacion 2.2627E+06 294864  27.10340 2091622 20265680  17.09077
frecuencias  estandar
Kurtosis . . . . . .
Varianza 5.1200E+12 8.694 734594  437.488 410.698 292.094
Promedio  158200000.0000  240.6250  90.0000  90.0000 92.25000 88.8750
N 2 2 2 2 2 2
20a25°C Desviacion
con una etindar 9.7581E+07 7159456 1414214 14.14214  2.474874 10.78338
frecuencia .
Kurtosis . . . . . .
Varianza 9.5220E+15 5125781  200.000  200.000 6.125 116.281
Promedio 8.2700E+07 213.9400 90.3125  89.3750 86.12500 81.5650
N 2 2 2 2 2 2
20 a25°C c
condos ~ Desviacion 1.5698E+07 4481643 574524 530330  13.258252  2.02940
frecuencias  estandar
Kurtosis . . . . . .
Varianza 2.4642E+14 2008512  33.008 28.125 175.781 4.118
Promedio 4.3333E+07 2457900  89.9995  89.5800 85.58000 73.4550
N 2 2 2 2 2 2
20 a25°C C
contres ~ Desviacion 3.8089E+07 4413761 58902 59397 820244 17678
frecuencias  estandar
Kurtosis . . . . . .
Varianza 1.4508E+15 1948.128 347 353 673 031
Promedio 2.1084E+08 231.9517 814233  82.2908 81.18292 68.5517
N 12 12 12 12 12 12
Total D:st‘;'r‘;"g;” 2.8473E+08 4277185 14.95524 12.35144  14.299882  19.93345
Kurtosis 3.363 -1.527 829 4.148 1.690 -.489
Varianza 8.1073E+16 1829.431 223659  152.558 204.487 397.342
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Morfologia

Interaccion Test Re§istencia Espermética cola de Gota citoplasmética Gota Citqplasmética pH Dens@dad
Osmética (%) latigo (%) Proximal Distal Seminal
Promedio 56.43750 28.37500 3.37500 1.87500 7.562500 1.013375
N 2 2 2 2 2 2
29a32°Cconuna  Desviacion 37.034718 20.875262 883883 176777 0883883 0033588
frecuencia estandar
Kurtosis
Varianza 1371570 892.531 781 031 008 000
Promedio 51.56250 31.43750 7.75000 1.43750 7.656250 1.011950
N 2 2 2 2 2 2
2 iéi;gncc‘i’gsdos Ds:t‘gr‘;"g;?” 8.396893 1.325825 530330 265165 10441942 0004950
Kurtosis
Varianza 70.508 1.758 281 070 002 000
Promedio 37.22900 35.00000 7.49950 416650 7.665000 1.011800
N 2 2 2 2 2 2
29a32°Ccontres  Desviacion 14.878941 20.152543 1.532300 2.710340 1767767 0025456
frecuencias estandar
Kurtosis
Varianza 221.383 406.125 2.348 7.346 031 .000
Promedio 84.37500 29.00000 3.25000 12500 7.500000 1.016100
N 2 2 2 2 2 2
20 affeiljcerfgg una Ds:t‘;fg;‘r’" 14.672466 9.192388 1.767767 176777 ,0000000 0055154
Kurtosis
Varianza 215.281 84.500 3.125 .031 .000 .000
Promedio 72.09250 14.31250 68750 .00000 7.500000 1.010875
N 2 2 2 2 2 2
20a25°Ccondos  Desviacin 045962 6.008796 441942 000000 0000000 0012374
frecuencias estandar
Kurtosis
Varianza 002 37.195 195 000 000 000
Promedio 58.37500 15.83150 7.95500 1.60250 7.750000 1.011500
N 2 2 2 2 2 2
20825°C conres D:;‘;fg;?" 1.944544 7.068946 417103 385373 3535534 0021213
Kurtosis
Varianza 3.781 49.970 174 .149 125 .000
Promedio 60.01192 25.65942 5.08617 153442 7.605625 1.012600
N 12 12 12 12 12 12
Total D::t‘;fg;?” 20.390163 14.145650 3.022662 1.663097 1561545 0028708
Kurtosis -.497 -.603 1574 5189 2.898 3.491
Varianza 415.759 200.099 9.136 2.766 024 000
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Anexo 12: Prueba de hipotesis de las caracteristicas espermaticas de los verracos
por efecto de la interaccion de la temperatura ambiental y frecuencia

de coleccion seminal por semana (experimento 2).

Hipotesis Nula Test Sig. Decision
La distribucion de la concentracion Prueba de
" . Rechazar la
1 espermética (ml) es la misma entre las Jonckheere 0,026 . "
i . hipotesis nula
categorias de la Frecuencia Terpstra
La distribucion de Volumen Seminal (ml) Prueba de
) . Retener la
2 es la misma entre las categorias de la Jonckheere 0404 . "
. hipétesis nula
Frecuencia Terpstra
La distribucién de Motilidad en Masa (%) Prueba de
) . Retener la
3 es la misma entre las categorias de la Jonckheere 0071 . "
. hipétesis nula
Frecuencia Terpstra
La distribucion de motilidad individual Prueba de Retener la
4 (%)es la misma entre las categorias de la Jonckheere 0,095 . .
. hipétesis nula
Frecuencia Terpstra
La distribucion de vitalidad Espermaética Prueba de Retener la
5 (%)es la misma entre las categorias de la Jonckheere 0530 . /"
. hipétesis nula
Frecuencia Terpstra
La distribucion de Acrosomas Normales Prueba de Retener la
6 (%)es la misma entre las categorias de la Jonckheere 0487 . [ "
. hipétesis nula
Frecuencia Terpstra
La distribucién de Test de resistencia Prueba de Retener la
7 Osmoética (%)es la misma entre las Jonckheere 0,578 hinotesis nula
categorias de la Frecuencia Terpstra P
La distribucion de morfologia Espermética Prueba de Retener la
8 Cola de Latigo (%)es la misma entre las Jonckheere 0,164 . "
i . hipotesis nula
categorias de la Frecuencia Terpstra
La distribucion de gota Citoplasmatica Prueba de
; . . Retener la
9 proximal es la misma entre las categorias Jonckheere 0889 . .
i hipotesis nula
de la Frecuencia Terpstra
La distribucion de gota Citoplasmatica Prueba de
. . ; Retener la
10 distal es la misma entre las categorias de la Jonckheere 0,207 . [~
; hipotesis nula
Frecuencia Terpstra
La distribucion de pH es la misma entre las Prueba de Retener la
11 . . Jonckheere 0,455 . . .
categorias de la Frecuencia hipdtesis nula
Terpstra
La distribucion de Densidad Seminal es la Prueba de Retener la
12 . . . Jonckheere 0,528 . . .
misma entre las categorias de la Frecuencia Terpstra hipdtesis nula
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Anexo 13: Registro de la temperatura y humedad relativa en el Distrito de Reque
del mes de Febrero, Marzo (2008).

&:’?‘4“ del Ambiente | e Hidrologia - SENAM

2007-2016 “DECENIO DE LAS PERSONAS CON DISCAPACIDAD EN EL PERU”
“ANO DE LA CONSOLIDACION ECONOMICA Y SOCIAL DEL PERU"

ESTACION: REQUE LAT.: 06° 53' 10,2" DPTO: LAMBAYEQUE
CATEGORIA: "CO” LONG.79° 50' 7,6" PROV: CHICLAYO
MES: FEBRERO 2008 ALT.: 21 msnm DIST: REQUE
Dis | Viemate; | Remnec )
1 28.9 77
2 ‘ 29,1 | 77
3 | 28.2 ] 81
4 s | 78
5 ’ 275 78
6 | 200 | 77
7 | 23 I 76
8 ’ 295 73
9 {‘ 28.9 | 75
10 28.0 ‘ 78
11 ‘ 295 | 72
12 j 29.9 71
13 | 30.0 ‘ 73
14 ! 288 ‘ 75
ﬁ 283 | 80
16 | 303 ‘ 77
a7 | sz | 76
18 l 293 ; 84
19 | 28.9 87
20 ‘ 282 ’ 88
21| 200 | s
22 | 29.9 [ 80
23 ‘ 29.9 ’ 75
2 | 20.1 ‘1 82
25 | 293 82
3 | w9 | 80 //, /4 4
27 29,0 [ 78 /’ 150 LU
28 | 29.7 ‘ 81
29 | 293 82

Ciencia y Tecnologia Hidrometeorolégica al Servicio del Pais
Lima: Jirén Cahuide N° 785-Lima 11, Casilla Postal 1308 Telf.: (51-1) 614-1414 Fax: 471-7287 Senamhi

Los Pinos N° 290 Urb. Sta. Victoria. Telf. (074)-225589 dr02-lambaveque@senamhi.gob.pe
Pag. Web www.senamhi.gob.pe E-mail: senamhi@senamhi.gob.pe
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%’A Ministerio Seryido Nacional de Meteorologia
= del Ambiente | € Hidrologia - SENAMHI

2007-2016 “DECENIO DE LAS PERSONAS CON DISCAPACIDAD EN EL PERU"
“ANO DE LA CONSOLIDACION ECONOMICA Y SOCIAL DEL PERU"

ESTACION: REQUE LAT.: 06° 53' 10,2" DPTO: LAMBAYEQUE
CATEG! LONG.79°50'7,6" PROV: CHICLAYO
MES: MARZO 2008 ALT.: 21 msnm DIST: REQUE

oia | Torreetts | Retaia )

1 302 ‘ 79

2 | 30.1 ‘ 78

3 l 300 l 75

4 ‘ 295 | 83

5 ‘ 298 ‘ 79

6 | 292 1 83

7 } 295 1 81

8 ’ 30.0 ‘ 76

9 | 296 ‘ 78

10 299 \ 80

1 | 29.5 ’ 83

12 t 29.4 79

13 \ 296 80

14 | 298 [ 82

15 E 28,2 ; 85

16 N 298 \ 82

17 i 288 { 80

18 1 284 i 79

19 “ 28.1 ‘\ 78

20 l 289 | 81

21 | 286 [ 80

22 \\ 27.8 ! 82

23 | 2 1 81

24 | 286 ‘ 81

25 ‘} 27,5 } 83

26 l 283 | 80 3

27 I 27.9 ‘\ 80

28 \ 27.9 ‘ 81 )

29 { 286 ‘ 81

30 284 81 /

31 279 85 :

Ciencia y Tecnologia Hidrometeorolégica al Servicio del Pais

Lima: Jirén Cahuide N° 785-Lima 11, Casilla Postal 1308 Telf.: (51-1) 614-1414 Fax: 471-7287 Senamhi
Los Pinos N° 290 Urb. Sta. Victoria. Telf. (074)-225589 dr02-lambayeque@senamhi.gob.pe .
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Anexo 14: Registro de la temperatura y humedad relativa en el Distrito de Reque
del mes de Abril (2008).

ge > 3 Ministerio Servicio Nacional de Meteorologia
=) del Ambiente | e Hidrologia - SENAMHI

2007-2016 “DECENIO DE LAS PERSONAS CON DISCAPACIDAD EN EL PERU”
“ANO DEL CENTENARIO DE MACHU PICCHU PARA EL MUNDO"

ESTACION: REQUE LAT.: 06° 53' 10,2" DPTO: LAMBAYEQUE
CATEGORIA: "CO" LONG.79° 50' 7,6" PROV: CHICLAYO
MES: ABRIL 2008 ALT.: 21 msnm DIST: REQUE

Di Temperatura Humegad
Maxima(°C) Relativa (%)
1 27.6 84
2 304 | 84
3| 289 82
4| 279 | &
5| 28 | a3
6 251 85
7] 255 | g3
8 | 254 | 86
o | 257 | &5
10 62 | @
11 253 | 81
12 | 24.7 [ 84
13] 243 | a2
1] 22 | 17
15 263 | 84
16 so | 78
17 | S/ID | S/D
18 | S )
119 | 25.0 | 84
20| 243 80
21| 247 ] 79
22| 247 | g
23 240 |  gs
24| 233 | g
25 242 | a4
26 244 | g3
27 28 | s
28 25.0 | 84
29 235 | 84
30 23.7 | 81
S/D=Sin Dato

Ciencia y Tecnologia Hidrometeorolégica al Servicio del Pais
Lima: Jiron Cahuide N°® 785-Lima 11. Casilla Postal 1308 Telf.: (51-1) 614-1414 Fax: 471-7287 Senamhi

Los Pinos N° 290 Urb. Sta. Victoria, Telf. (074)-225589 drOZ-Iambavegue@senamhi.gob.ge
Pag. Web www.senamhi.gob.pe E-mail: senamhi@senamhi.gob.pe
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