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Resumen

Para determinar los parametros biométricos de la cabeza espermatica en
semen porcino, asi como evidenciar la presencia de subpoblaciones espermaticas
fueron evaluadas 78 muestras seminales de 27 verracos. Sobre semen recién
colectado y refrigerado fue evaluada la motilidad, vitalidad, acrosomas alterados
y/o ausentes y anormalidades espermaticas. Mediante el analisis computarizado
de la morfologia espermética (ASMA), en frotis teniidos con Hemacolor®, se reali-
zaron las mediciones de la cabeza espermatica: longitud (L., um), ancho (W, um),
area (A, um?), perimetro (P, um) y elongacién (E). El efecto del proceso de refrige-
racion sobre las variables de calidad seminal y biometria se analizaron utilizando
el GLM del SAS. Para identificar las subpoblaciones espermaticas, se utilizé el
procedimiento FASTCLUS del SAS. La refrigeracién a 16°C por 24 horas afectd
negativamente la motilidad espermatica e indujo el aumento dela Ly el W de la
cabeza de los espermatozoides (P<0,01). Se logré establecer la presencia de tres
subpoblaciones espermaticas en el semen de verracos, 10,45% en la subpoblacién
1 (grandes), 44,64% en la subpoblacién 2 (medianos) y 45,25% en la subpoblacién
3 (pequenos). La refrigeracion afecté la distribucion de los espermatozoides den-
tro de las subpoblaciones, existiendo un incremento del 6% en la subpoblacién 2
en funcién de una leve disminucion de las subpoblaciones 1y 3, comparando con
el semen recién recolectado. El proceso de refrigeracion indujo cambios ligeros en
la biometria de la cabeza de los espermatozoides y en su distribucién porcentual
en subpoblaciones espermaticas.

Palabras clave: semen, morfometria, refrigeracion, subpoblaciones
espermaticas, verracos.
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Abstract

To determine the biometric parameters of the sperm head, and to identify
the presence of separate sperm subpopulations in boar semen, 78 egjaculate samples
of 27 boars were evaluated. Sperm motility, viability, acrosome integrity and
morphological abnormalities were evaluated on fresh and cooling semen samples.
Morphometry dimensions: length (L, um), width (W, um), area (A, um?), perimeter
(P, um), and elongation (E) were determined by means of Assisted Sperm
Morphometry Analysis (ASMA), in slides stained with Hemacolor®. Effect of cooling
procedure on variables of semen quality and morphometric parameters were
analyzed using GLM (SAS®). For identifying the sperm subpopulations,
FASTCLUS procedure was used. Cooling at 16°C for 24 hours decreased the
sperm motility and increased sperm lengh and width (P<0.01). Results
demonstrated that three separate sperm subpopulations coexist in boar ejaculates,
10.45% in subpopulation 1 (larges), 44.54% in subpopulation 2 (average), and
45.25% 1in subpopulation 3 (small). The cooling process affected the sperm
subpopulation distribution, showing an increase of 6% in the subpopulation 2
with a light decrease in subpopulation 1 and 3 in comparison to fresh semen. The
cooling procces induce subtles changes in the sperm biometry and the percentage
distribution in sperm subpopulation.

Key words: semen, morfometry, refrigeration, sperm subpopulations, boar.

Introduccion Introduction

La valoracién de la morfologia The analysis of the spermatic
espermatica ha sido tradicionalmente morphology has been traditionally
incluida en el analisis seminal clésico, included in the classic boar analysis,
debido a que potencialmente puede de- since it can potentially determine the
terminar las variaciones celulares que cell variations that might affect the

podrian afectar la fertilidad (Barratt et fertility (Barratt et al., 1995; Gadea,
al., 1995; Gadea, 2005). A medida que 2005). At the time that the technology

se ha sofisticado la tecnologia que estu- that study the characteristics and
dian las caracteristicas y funciones de function of the spermatozoids has
los espermatozoides se ha hecho obvio advanced, it is obvious that there is a
que existe una considerable heteroge- considerable heterogeneity (Thurston
neidad (Thurston et al., 2001). et al., 2001).

El analisis computarizado que se The computerized analysis done
hace sobre los espermatozoides de una on the spermatozoids in an ejaculate
muestra seminal, es en parte respon- boar sample is, in part, responsible on
sable de la deteccién de esta heteroge- detecting this heterogeneity and is has
neidad y est4 siendo utilizado actual- been used for investigating boars
mente para realizar evaluaciones objectively (Rodriguez-Martinez, 2003,;
seminales con mayor objetividad y sen- Gadea, 2005). The technique conducts
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sibilidad (Rodriguez-Martinez, 2003;
Gadea, 2005). La técnica propicia la
evaluacién rapida de una poblacién
numerosa de espermatozoides y gene-
ra informacién precisa sobre varios
aspectos de la funcionalidad
espermatica (Buendia et al., 2002; Hi-
dalgo et al., 2005); atenuando en gran
parte el factor subjetivo implicito en el
anélisis seminal. Uno de los aspectos
que considera esta técnica es la valo-
racion computarizada de la morfologia
espermatica (Automated Sperm
Morphology Analysis ASMA), la cual
genera informacion sobre las dimen-
siones (biometria) y la forma de la ca-
beza del espermatozoide de una mane-
ra muy objetiva y reproducible (Katz
et al., 1986; Gravance y Davis, 1995;
Buendia et al., 2002). En mamiferos
incluyendo al cerdo, se viene utilizan-
do desde hace algtin tiempo en forma
experimental para determinar las di-
mensiones individuales de los
espermatozoides y se han obtenido re-
sultados muy interesantes (Thurston
et al., 2001; Hirai et al., 2001, Pena et
al., 2005, Gonzalez et al., 2008, Quin-
tero-Moreno et al., 2009). Por otro lado,
también se ha aplicado el An4alisis Es-
tadistico Multivariado de Agrupamien-
to a la poblacién de espermios de una
muestra seminal mediante el ASMA y
ha sido posible determinar la existen-
cia de subpoblaciones espermaticas en
eyaculados de cerdos (Thurston et al.,
2001, Gonzalez et al., 2008, Quintero-
Moreno et al., 2009); sin embargo,
existe muy poca informacién referen-
te a la biometria espermatica en se-
men refrigerado y ninguna verifican-
do los cambios biométricos de la cabe-
za espermatica debido al proceso de re-
frigeracion seminal.

415

to the fast evaluation of a numerous
population of spermatozoids and
generates precise information on
different aspects of the spermatic
function (Buendia et al., 2002; Hidal-
go et al., 2005), mitigating the implicit
subjective aspect in the boar analysis.
One of the aspects that this technique
considers is the computer sperm
morphology (Automated Sperm
Morphology Analysis ASMA), which
generates information about
dimensions (biometry) and the
spermatozoid head’s shape in an
objective and reproducible way (Katz
et al., 1986; Gravance and Davis, 1995;
Buendia et al., 2002). In mammals,
including the boar, it has been used
from a long time ago, in an experimen-
tal way in order to determine the indi-
vidual dimensions of the spermatozoids
and very interesting results have been
obtained (Thurston et al., 2001; Hirai
et al., 2001, Pena et al., 2005,
Gonzalez et al., 2008, Quintero-More-
no et al., 2009). On the other side, the
Multivariate Grouping Statistical
Analysis has been applied to the sperm
population of an ejaculate boar sample
using ASMA, and it has been possible
to determine the existence of sperm
subpopulation in ejaculate boars
(Thurston et al., 2001, Gonzalez et al.,
2008, Quintero-Moreno et al., 2009);
however, there is little information
regarding the sperm biometry in
refrigerated semen and none reported
in the biometric changes of the sperm’s
head due to the boar’s refrigeration
process.

The objective of this research is
to identify the changes that occured
in the boar sperm head’s dimension in
fresh and refrigerated semen, and the
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Este ensayo planteé identificar
los cambios que se suscitaron en las
dimensiones de la cabeza de los
espermatozoides de cerdo en semen
fresco y refrigerado y la proporcion de
las subpoblaciones espermaticas esta-
blecidas, producto del proceso de refri-
geracién a 16°C por 24 horas.

Materiales y métodos

Manejo de los animales y co-
leccion del semen

El estudio se realiz6 en una gran-
ja comercial (PROPORCA) ubicada en
el municipio San Francisco del estado
Zulia, Venezuela; cuyas coordenadas
son: 10°30’45"LN y 71°45’42"L.O, en
una zona agro-ecolégicamente carac-
terizada como bosque seco tropical. Se
utilizaron 78 eyaculados pertenecien-
tes a 27 verracos puros y mestizos de
raza Pietrain, con edades comprendi-
das entre los 12 y 24 meses alojados
en un ambiente controlado de confort
higrotérmico (Chore time 2529,676,
modelo 8-B1.5) con temperatura am-
biental entre 24 y 28°C y humedad re-
lativa del 70%. Los eyaculados fueron
obtenidos mediante manipulacién ma-
nual (King y Mcpherson, 1973),
desechandose y filtrando la fraccion
inicial o gelatinosa del eyaculado. El
semen fue evaluado al momento de la
coleccion. Se midi6 su volumen en una
probeta graduada en mL. La motilidad
y calidad de movimientos se valoraron
recolocando una gota de la muestra so-
bre un portaobjetos, previamente ca-
lentado en una platina térmica
(Osaka, OK 51, Espana) a 37°C, se co-
locd un cubreobjeto y se observaron al
microscopio binocular (Globe, modelo
1600, Germany) con objetivo de 40X.
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proportion of established sperm
subpopulations, product to the
refrigeration at 16°C for 24 hours.

Materials and methods

Animals’ handle and semen
collection

The research was carried out at
the commercial farm (PROPORCA)
located on San Francisco parish, Zulia
state, Venezuela; which coordinates are:
10°30’45"NL and 71°45'42"WL, in a
agro-ecological area characterized by
dry tropical forest. 78 ejaculates of 27
pure and half-breed boars of Pietrain
breed were used, from 12 and 24 to
month olds, in a controlled environment
with hygro-thermal comfort (Chore time
2529.676, model 8-B1.5) with
environmental temperature from 24 to
28°C and relative humidity of 70%. The
ejaculates were obtained after the ma-
nual manipulation (King and
Mcpherson, 1973) discharging and
filtering the initial of gel fraction of the
ejaculate. The semen was evaluated at
the moment of the recollection. Its
volume was measured in a cylinder
graduated in mL. The motility and
quality of movements were valued
putting a drop of the sample in a slide,
which was previously heated in a
thermal flange (Osaka, OK 51, Espa-
na) at 37°C, a cover glass was used
and were observed in a binocular
microscope (Globe, model 1600,
Germany) with a 40X objective. The
movement quality of the
spermatozoids was analyzed and
classified with a O to 5 scale, where O
was null movement and 5 the fast,
progressive and lineal movement
(Martin-Rillo et al., 1996).
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La calidad del movimiento de los
espermatozoides se valoré y clasificd
seglin una escala de 0 a 5, donde O era
movimiento nulo y 5 el movimiento
rapido, progresivo y lineal (Martin-
Rillo et al., 1996).

La concentracién de
espermatozoides.mL? se determiné
mediante una camara de Neubauer
(Hemocitémetro). Para ello se colectd
una muestra de semen de 1 mL que se
diluy6 a 100 mL, con solucién salina
formulada espermicida (9 g de cloruro
de sodio, 3 mL de formol en 1000 mL
de agua destilada) y se contaron los
espermatozoides presentes en cinco de
los 25 cuadros de la camara. El volu-
men ocupado por los cinco cuadros con-
tados, multiplicado por la dilucién ori-
gind el factor de multiplicacién (5000)
y la concentracién espermatica resul-
t6 de la siguiente ecuacion:

Concentracién
espermatozoides.mL! N°
espermatozoides contados x 5000.

Los eyaculados que sobrepasaron
el minimo de requerimientos estable-
cido en esta granja para su uso en in-
seminacién artificial (Motilidad >3,
contaje total >20x10° espermatozoides),
se diluyeron con el producto comercial
MR-A (Kubus, Espana), en una canti-
dad suficiente para que resultara una
concentracion final de 4.000 x 10
espermatozoides por L, de esta dilucién
se tomaron muestras para realizar
extendidos en portaobjetos con el pro-
posito de analizar la vitalidad, morfo-
logia y morfometria. Una segunda
toma de extendidos en laminas
portaobjetos, se realiz6 a partir de
muestras de semen diluido tomadas
luego de ser envasado en botellas plas-
ticas desechables para inseminacién de

de
de
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The spermatozoids.mL!
concentration was determined using a
Neubauer chamber (hemocytometer).
For this, a semen sample of 1 mL was
recollected, which was diluted at 100
mL with a formulated spermicide
saline solution (9 g of sodium chloride,
3 mL of formalin in 1000 mL of
distilled water) and the presented
spermatozoids in five out of the 25
areas of the chamber were counted.
The volume occupied by the five places
counted, multiplied by the dilution
originated the multiplication factor
(5000) and the sperm concentration
resulted from the following equation:

Sperms concentration.mL? =
number of counted sperms x 5000.

The ejaculates that over passed
the minimum of established
requirements in this farm for their use
in artificial insemination (motility >3,
total count >20x10° spermatozoids),
diluted with the commercial product
MR-A (Kubus, Espafia) in a sufficient
quantity to obtain a final concentration
of 4.000 x 10°¢ spermatozoids by L, from
this dilution were taken samples to
perform extended in slides with the
aim of analyzing the vitality,
morphology and morphometry. A
second sample of the extended in slides
was done after the diluted semen
samples taken after been stored in
plastic bottles for insemination of 100
mL and frozen at 16°C for 24 hours.
Each bottle had a dose of 4.000 millions
of spermatozoids.

Vitality analysis and sperm
morphology

These samples were done in fresh
semen and refrigerated at 16°C for 24
hours. ten mL was put in a
temperature-controlled slide at 37°C in
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100 mL y refrigerado a 16°C por 24
horas. Cada botella contenia una do-
sis de 4.000 millones de
espermatozoides.

Analisis de la vitalidad y
morfologia espermatica

Estas pruebas fueron realizadas
en semen recién recolectado y en se-
men refrigerado a 16°C por 24 horas.
Se colocé 10 mL en un portaobjeto
atemperado a 37°C en una platina
termorregulable y se mezclé con 10
mL del colorante Eosina-Nigrosina
(Bamba, 1988), homogenizando suave-
mente y haciendo un extendido fino
(frotis), dejando secar por 30 minutos.
Los frotis fueron observados en el mi-
croscopio 6ptico con el objetivo de in-
mersion de 100X (a 1000X de aumen-
to), para lo cual se contaron un total
de 200 espermatozoides por frotis. El
resultado final se expresé en porcenta-
je de espermatozoides vivos.

Para el caso de la morfologia, los
espermatozoides fueron clasificados
segun su apariencia en normales (apa-
riencia normal) y anormales (con pre-
sencia de morfoanomalias), y expresa-
dos en porcentaje (%) de
espermatozoides anormales. Estos ul-
timos incluian: defectos de cabeza (nu-
mero, tamano y apariencia), defectos
de la pieza intermedia (ubicacién y
apariencia), anormalidades en el fla-
gelo (nimero, forma y tamafio), pre-
sencia de gota citoplasmatica proximal
y distal, ademas, se determino el por-
centaje de espermatozoides con altera-
cién del acrosoma. El criterio de eva-
luacién del acrosoma fue el mismo
empleado por Bamba (1988), el cual
consisti6 en clasificar los
espermatozoides con acrosoma intacto
o con acrosoma danado. Los acrosomas
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a thermal-regulate flange and was
mixed with 10 L of eosin-nigrosine co-
lor (Bamba, 1988), homogenizing softly
and doing a fine layer (smear), letting
it dry for 30 minutes. Smears were
observed in an optical microscope with
the immersion objective of 100X (to
1000 of increment), to which were
counted a total of 200 spermatozoids
per smear. The final result was
expressed in percentage of alive
spermatozoids.

For the case of the morphology,
the spermatozoids were classified
according to their appearance in nor-
mal (normal appearance) and
abnormal (with presence of morph-
abnormalities) and expressed in
percentages (%) of abnormal
spermatozoids. The latter included:
defects on the head (number, size and
appearance), defects of the
intermediate piece (location and
appearance), abnormalities in the
scourge (number, shape and size),
presence of the proximal and distal
cytoplasmatic drop, besides, was
determined the sperms percentage
with acrosome alteration. The
evaluation criteria of the acrosome was
the same employed by Bamba (1988),
which consisted on classifying the
sperms with intact acrosome to those
with damaged acrosome. The intact
acrosomes were those which had the
apical a white and well defined apical
border, besides of being softly adhered
to the nucleus. The spermatozoids with
damaged acrosomes show a
detachment in the posterior area of the
apical border, making it irregular,
they can also had vesicles. Those
sperms that lack of apical border with
totally reacted sperms.
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intactos fueron aquellos que presenta-
ron el borde apical de color blanco y
bien definido, ademas de estar suave-
mente adherido al ntcleo. En cambio,
los espermatozoides con acrosoma da-
nado denotaron un desprendimiento en
la parte posterior del borde apical ha-
ciéndolo irregular, presentando
tambian vesiculas. Aquellos que care-
cieron de borde apical fueron
espermatozoides totalmente reacciona-
dos.

Analisis de las dimensiones
de la cabeza del espermatozoide

A partir de los eyaculados (recién
recolectados y refrigerados), se proce-
did a realizar los frotis en un portaobjeto
atemperado a 37°C, dejandolos secar al
aire por 15 minutos. Luego fueron te-
nidos con el kit Hemacolor® (Merck,
Darmstadt, Germany). Esta tincién
consté de un fijador (metanol 50% en
agua) y dos colorantes (eosina y Azur
B). El protocolo de tincién comenzo rea-
lizandose cinco inmersiones en el fija-
dor, esperando su secado para realizar
posteriormente seis inmersiones en el
primer colorante (eosina) y siete en el
segundo colorante (azur B). Cada in-
mersién, tanto en el fijador como en los
colorantes, debe ser rapida (un segun-
do). Al cabo de 30 minutos, se sumer-
gieron sélo una vez en Xilol para elimi-
nar el exceso de colorante. Veinticua-
tro horas mas tarde se agregd un me-
dio de montaje sobre la tincion (DPX,
Fluka®). Posteriormente se realizé el
analisis de las caracteristicas
morfométricas (dimensiones de la ca-
beza espermatica) utilizando el software
del modulo de morfometria del analiza-
dor de semen SCA®. La evaluaciéon
morfometrica se realiz6 en el Laborato-
rio de Andrologia, Facultad de Ciencias

419

Sperms’ head dimensions
analysis

Smears were done in the
ejaculates (fresh and refrigerated) in
a temperature-controlled slide at 37°C,
letting it dry for 15 minutes. Later,
were stained with the Hemacolor® kit
(Merck, Darmstadt, Germany). This
coloring has a fixer (methanol 50% in
water) and two colors (eosine and Azur
B). The stain protocol started with five
immersions in the fixer, was let dried,
later, six immersions in the first
coloring (eosine) and seven in the
second coloring (azur B). Each
immersion, in both the fixer and colors,
must be fast (a second). After 30
minutes, were submerged once in Xylol
to eliminate the excess of color. 24
hours later a mounting medium was
added on the color (DPX, Fluka®).
Later, an analysis of morphometric
characteristics was done (sperm head
dimensions) using the morphometric
semen analyzer software SCA®. The
morphometric evaluation was done in
the Andrology Laboratory at the Fa-
cultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad del Zulia. To evaluate the
stained slides ASMA was used,
generically called Automated Semen
Morphology Analysis, using the
available morphometry software
(Spem-class Analyzer, Update SCA®
v.3.4). The system had a triocular
microscope (Olympus Bx41®) with a
video chamber (Basler A312f®, Serial
DA00067801CCD) connected to a Intel
Core Duo processor (Compaq®), the
intensity of the illumination source
and the chamber transportation were
the same for all samples. The
configuration of the computer system
included a video images digitalizator
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Veterinarias, Universidad Zulia, Vene-
zuela. Para evaluar los frotis tefiidos
se utilizé el ASMA, genéricamente de-
nominado “Automated Semen
Morphology Analysis” a través del mo-
dulo de morfometria de un programa
disponible comercialmente (Spem-class
Analyzer, Update SCA® v.3.4) El siste-
ma const6 de un microscopio triocular
(Olympus Bx41%), provisto de una ca-
mara de video (Basler A312f®, Serial
DA00067801CCD) conectada a un
procesador Intel Core Duo (Compaq®),
la intensidad de la fuente de ilumina-
cién y el desplazamiento de la camara
fue igual para todas las muestras. La
configuracion del sistema de la compu-
tadora incluy6 un digitalizador de ima-
genes de video PIP-1024 B (Matrox
Electronic Sistem Ltd.?, Québec, Cana-
d4) un software de analisis y un moni-
tor de alta resolucién pantalla plana de
17" (Compaq®), las imagenes fueron
grabadas en formato de video 512 x 512
x 8 bits, digitalizadas a 262,144 pixels
(elementos de fotografia) y 256 niveles
de grises. La resolucion de las image-
nes fue 0,11 y 0,15 um por pixel en el
plano horizontal y vertical, respectiva-
mente. Estas imagenes y videos fueron
trasmitidas al computador, en cuyo soft-
ware se realizd las mediciones lineales
béasicas sobre el espermatozoide: Lon-
gitud de la cabeza del espermatozoide
(L, pm), ancho de la cabeza (W, pm),
area (A, um?), perimetro (P, pm) y
elongacién (E), descritos en trabajos
previos (Gonzalez et al., 2008; Quinte-
ro-Moreno et al., 2009).

Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos fueron
analizados mediante el Statistical
Analysis System software 8.2, para
Windows (SAS Inst. Inc.; Carry, NC.
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PIP-1024 B (Matrox Electronic System
Ltd.®, Quebec, Canada), an analysis
software and a high resolution flat
monitor of 17”7 (Compaq®), the images
were recorded in a video format 512 x
512 x 8 bits, digitalized at 262,144
pixels (photography elements) and 256
gray levels. The images resolution was
0.11 and 0.15 pm per pixel horizontally
and vertically, respectively. These
images and videos were transported to
the computer, where can be performed
the basic lineal measured on the
sperm: sperm head’s longitude (L, um)
head’s width (W, pm), area (A, pum?),
perimeter (P, pm) and elongation (E),
described in previous researches
(Gonzalez et al., 2008; Quintero-More-
no et al., 2009).

Statistical analysis

All the data obtained were
analyzed using the Statistical Analysis
System software 8.2 for Windows (SAS
Inst. Inc.; Carry, NC. USA. 2002). The
refrigeration process on the evaluated
variables of boar quality and the head’s
dimensions of the spems (L, W, A, P,
E) were analyzed in some ejaculates of
each boar using the General Lineal
Model (Proc GLM) doing an
adjustment of the genetic group of the
animal. When differences between
means were found the effect was
quantified using LSMEANS process.

At the same time and with the
aim of identifying the presence of
spermatic sub-populations in the
ejaculate, all the dimensions of the
spermatic head obtained in the
experiment were submitted to a non-
hierarchical grouped multivariate
analysis using FASTCLUS of SAS,
which groups the sperms according to
common morph-metric characteristics
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USA. 2002). Los efectos del proceso de
refrigeracion sobre las variables evalua-
das de calidad seminal y sobre las di-
mensiones de la cabeza de los
espermatozoides (L, W, A, P, E) se ana-
lizaron en varios eyaculados de cada ve-
rraco utilizando el Modelo Lineal Gene-
ral (Proc GLM) realizando un ajuste del
grupo genético del animal. Cuando se
encontraron diferencias entre las medias,
se cuantificé el efecto mediante el proce-
dimiento LSMEANS. Del mismo modo
y con el proposito de identificar la pre-
sencia de subpoblaciones espermaticas
en el eyaculado, todas las dimensiones
de la cabeza espermatica obtenidas en
el experimento fueron sometidas a un
analisis multivariado de agrupamiento
no jerarquico mediante el procedimien-
to FASTCLUS del SAS, el cual agrupa
alos espermatozoides segin sus carac-
teristicas morfométricas comunes como
se ha descrito anteriormente al evaluar
descriptores de motilidad (Quintero-Mo-
reno et al., 2003 y 2004) y morfometria
(Rubio-Guillén et al., 2007; Gonzalez et
al., 2008; Quintero-Moreno et al., 2009).
Aquellos espermatozoides cuyas dimen-
siones eran muy parecidas se asignan a
un mismo grupo o “cluster”, mientras
que espermatozoides que diferian entre
ellos eran asignados a un cluster dife-
rente. Para cualificar la relacién exis-
tente entre semen recién recolectado/re-
frigerado y la frecuencia de distribucién
de los espermatozoides de cada
subpoblacién se analizaron los datos
mediante la prueba Ji-cuadrado.

Resultados y discusiéon
Se evaluaron un total de 27

verracos y se realizaron tres colectas
de semen por animal con intervalo de
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as described before when evaluating
the motility descriptors (Quintero-Mo-
reno et al., 2003 and 2004) and
morphmetry (Rubio-Guillén et al.,
2007; Gonzalez et al., 2008; Quintero-
Moreno et al., 2009). Those sperms
which dimensions were very similar
are assigned to a same cluster, while
sperms that differed among them,
were assigned to different cluster. To
qualify the relation between the fresh/
frozen semen and the distribution
frequency of sperms on each
population, the data was analyzed
using the Ji-squared test.

Results and discussion

A total of 27 boars were evaluated
and three collections of semen per ani-
mal were done with an interval of a
week between replications; which
fulfilled with the established
parameters that value the ejaculate
quality for this specie and to be used
in the artificial insemination program
established by the Enterprise. The
most important parameters at the
moment of selecting the apt sample to
be processed were the motility and the
spermatic concentration, which had to
be optimum. The parameters that de-
termine the ejaculate quality, previous
to the processing of the semen, such
as: spermatic motility (3.46), the
number of total sperms per ejaculate
(95.15 x 10%, the spermatic vitality
(87.93) and the semen volume by
ejaculate (243.95) were inside the
values internationally established by
the specie (Fuentes, 2000). Only the
morphological abnormalities showed
values that oscillate from 21 to 22%,
which 1s slightly superior to the
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una semana entre repeticion; las cua-
les cumplian con los parametros esta-
blecidos que valoraron la calidad
seminal para esta especie y de esta
manera poder ser utilizadas en el pro-
grama de inseminacién artificial esta-
blecido por la empresa. Los parametros
mas importantes al momento de selec-
cionar la muestra apta para ser proce-
sada fueron la motilidad y la concen-
tracion espermatica, las cuales debian
de ser 6ptimas. Los parametros que de-
terminan la calidad seminal, previo al
procesado del semen, como fueron: la
motilidad espermatica (3,46), el nime-
ro de espermios totales por eyaculado
(95,15 x 10°), la vitalidad espermatica
(87,93) e inclusive el volumen de se-
men por eyaculado (243,95), se encon-
traron dentro de los valores estableci-
dos internacionalmente para la espe-
cie (Fuentes, 2000). Sélo las anormali-
dades morfolégicas evidenciaron valo-
res que oscilan entre un 21 y 22%, lo
cual fue ligeramente superior a lo es-
tablecido (15-20%). En este estudio fue-
ron utilizados verracos de alta calidad
genética con excelente condicién fisi-
ca, lo cual se evidenci6 por el alto por-
centaje de espermatozoides vivos (85%)
y de motilidad espermatica (>3) obte-
nidos en los eyaculados muestreados
en semen fresco y refrigerado.

En el cuadro 1, se muestran las
caracteristicas seminales de los
eyaculados recién recolectados y de los
refrigerados. La motilidad fue el inico
parametro que se afecté (P<0,01) al
refrigerar el semen, obteniendo un
valor inferior (3,29) al obtenido en el
semen recién recolectado (3,65). En re-
lacién a los porcentajes de vitalidad,
acrosomas dafiados o ausentes y anor-
malidades morfolégicas totales del es-
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established (15-20%). In this research
were used boars with high genetic
quality with excellent physical
quality, which is proved by the high
percentage of alive spermatozoids (85%)
and spermatic motility (>3) obtained
in the sampled ejaculates in fresh and
frozen semen.

In table 1 are shown the
characteristics of fresh and frozen
ejaculates. The motility was the only
parameter that was affected (P<0.01)
when frozen the semen, obtaining an
inferior value (3.29) than the one
obtained in the fresh semen (3.65). In
relation to the percentages of vitality,
damaged or absent acrosomes and to-
tal morphological abnormalities of the
spermatozoid, the results did not show
statistical significance, which
indicates that the refrigeration process
at 16°C for 24 hours does not affect all
the parameters that qualify the
ejaculate quality. The differences found
among the values obtained for fresh
and frozen semen agree to those found
by Pérez-Llano et al. (2003), who found
a reduction of the frozen motility se-
men for 24 hours at 15°C; however,
different to the results on this
research, these authors described an
increment in the percentage of
damaged acrosomes. These differences,
due to the refrigeration, might be
caused by the slight deterioration of
the ejaculate doses product to the
refrigeration and oxidative stress
(Gonzales et al., 2008). The values
observed, in both the fresh semen
(22.05%) and the frozen (21.04%) might
consider slightly elevated values in
function to what was normally
recommendable for boars semen, who
live under template weather
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Cuadro 1. Caracteristicas seminales en muestras de semen de cerdo
recién colectadas y refrigeradas a 16°C por 24 horas.

Table 1. Ejaculate characteristics in fresh and frozen boar semen
samples at 16°C for 24 hours.

Muestras seminales

Parametros Recién recolectadas Refrigeradas
Motilidad (0-5) 3,65+0,092 3,29+0,09°
Vitalidad (%) 88,30+1,172 88,64+1,14>
Acrosomas, danados/perdidos (%) 2,87+0,642 2,71+0,632
Anormalidades totales (%) 22,05+3,542 21,04+3,48?

N= 75 dosis seminales que correspondieron a 27 cerdos.
(a, b): letras distintas en la misma fila implicaron diferencias significativas (P<0,01).

permatozoide, los resultados no mos- conditions; however, these numbers
traron significancia estadistica, lo que were common and “normal” in tropi-
indicé que el proceso de refrigeracién cal conditions (Fuentes, 2000) and even
a 16°C por 24 horas no afecté muchos on hygro-thermal controlled
de los parametros que calificaron la ca- environments, as observed in a
lidad seminal. Las diferencias encon- previous research very similar to this
tradas entre los valores obtenidos para (Gonzalez et al., 2008).

semen recién recolectado y refrigera- The refrigeration effect on the
do concordaron con los resultados mos- morphometric characteristics of the
trados por Pérez-Llano et al. (2003), spermatozoid head can be observed in
quienes encontraron una disminuciéon table 2, where were evaluated 11.098
de la motilidad del semen refrigerado spermatozoids, out of which 5.683 co-
por 24 horas a 15°C; sin embargo, a rresponded to the fresh semen and
diferencia de los resultados del presente 5.415 frozen semen. The spermatozoids
trabajo, esos autores describieron un suffer an alteration in the biometric
aumento en el porcentaje de acrosomas dimensions of their heads due to the
danados. Estas diferencias debidas a refrigeration process (P<0.01). The
la refrigeracion, podrian ser causadas measures done on L. and W of the
por el deterioro leve de las dosis spermatozoid showed an increment in
seminales producto de la refrigeracién their dimensions, however, none
y estrés oxidativo (Gonzalez et al., changes were observed in A, P and E
2008). Los valores observados tanto en due to the refrigeration.

semen recién recolectados (22,05%) The study of the head’s
como refrigerados (21,04%), podrian dimensions of the spermatozoid
considerarse valores ligeramente ele- (morphometry/biometry) has acquired
vados en funcién de lo recomendado co- importance on the gjaculate evaluation
muUnmente para semen de verraco que and lots of technological efforts have
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habitan bajo condiciones de clima tem-
plado; sin embargo, estas cifras fue-
ron comunes y “normales” en condi-
ciones tropicales (Fuentes, 2000), in-
clusive bajo ambientes de control
higrotermico, tal como se observé en
un trabajo previo muy similar a este
(Gonzalez et al., 2008).

El efecto de la refrigeracién so-
bre las caracteristicas morfométricas
de la cabeza del espermatozoide se
puede observar en el cuadro 2, donde
se evaluaron 11.098 espermatozoides,
de los cuales 5.683 correspondieron al
semen recién recolectado y 5.415 al
semen refrigerado. Los
espermatozoides sufrieron una altera-
cién en las dimensiones biométricas
de su cabeza debido al proceso de re-
frigeracién (P<0.01). Las mediciones
realizadas sobre la Ly el W del esper-
matozoide evidencian un incremento
en sus dimensiones; sin embargo, no
se observan cambiosenel A, el Pyla
E debid6 a la refrigeracion.

been done with the aim of researching
if there is any relation between the
measures and the reproductive
potential of the boar. In other species,
researches have been done, where the
dimensions of the spermatic head have
been related to the fertility (Katz et al.,
1986; Gravance and Davis, 1995,
Buendia et al., 2002, Rubio-Guillén et
al., 2007); however, the conclusions
were not meaningful. There is a classic
research done with a little sophisticated
equipment, where was affirmed that
the boar’s spermatozoid measures 8 pm
of longitude and 5 um of width
(Cummins and Woodall, 1985). This
finding was similar to the currently
referred; including those observed in
this research, however, it is important
to mention that there is little
information in the boar that would
describe the biometric characteristics
of the spermatozoid and on the factors
that might affect changes in this va-
riable using ASMA.

Cuadro 2. Caracteristicas biométricas de los espermatozoides de cerdos
comparando el semen recién recolectado Vs el semen
refrigerado a 16°C por 24 horas.

Table 2. Biometric characteristics of boar spermatozoids comparing
the fresh semen Vs frozen semen at 16°C for 24 hours.

Biometria de la cabeza

espermatica Semen recién recolectado Semen refrigerado
Longitud (um) 8,41+0,01* 8,50+0,009"
Ancho (um) 4,23+0,003* 4,24+0,003"
Area (um?) 31,30+0,042 31,62+0,045°
Perimetro (um) 22,36+0,022 22,49+0,022
Elongacién 0,32+0,0005* 0,33+0,0005*

N=11.098 espermatozoides evaluados correspondieron a 27 cerdos.
(a, b): letras distintas en la misma fila implicaron diferencias significativas (P<0,01).



Rev. Fac. Agron. (LUZ). 2012, 29: 413-431

El estudio de las dimensiones de
la cabeza del espermatozoide
(morfometria/biometria) ha adquirido
recientemente una importancia cre-
ciente dentro de la evaluacion seminal,
y se estan realizando innumerables
esfuerzos tecnoldgicos con el fin de in-
dagar si existe una relacion entre esta
medidas y el potencial reproductivo del
verraco. En otras especies, se han he-
cho estudios en los que han relacionan-
do las dimensiones de la cabeza
espermatica con la fertilidad (Katz et
al., 1986; Gravance y Davis, 1995;
Buendia et al., 2002; Rubio-Guillén et
al., 2007); sin embargo, las conclusio-
nes no fueron contundentes. Existe un
estudio clasico realizado con un equi-
po poco sofisticado donde se asevera que
el espermatozoide de cerdo mide 8 pm
de longitud y 5 pm de ancho (Cummins
y Woodall, 1985). Este hallazgo fue si-
milar a los referidos actualmente, in-
cluyendo los observados en esta inves-
tigacion, sin embargo, es importante
destacar que en el porcino existe poca
informacién que describa las caracte-
risticas biométricas del espermatozoi-
de y sobre los factores que pueden afec-
tar cambios en esta variable mediante
el uso del ASMA.

Se ha descrito en verracos con
alta tasa de no retorno (>86%) que la
cabeza de los espermatozoides presen-
taron una Lide 8,97 um, un W de 4,73
pm y un A de 35,1 pm? (Hirai et al.,
2001). En otro estudio, Pena et al.
(2005), cuantificaron dimensiones de
8,0 um, 4,0 pm y 27,5 pm?para L, W
y A de la cabeza espermatica.
Thurston et al. (2001) observaron una
media de Ly W de 8,56 y 4,62 pum,
respectivamente, en cerdos jévenes y
de fertilidad comprobada. En el pre-
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Has been described in boards with
a non-return high rate (>86%) that the
spermatozoids’ head had a L of 8.97 a
Wof4.73 um and a A of 35.1 pm? (Hirai
et al., 2001). In other research, Pena
et al. (2005), quantified dimensions of
8.0 um, 4.0 um and 27.5 pm?for L, W
and A of the spermatic head. Thurston
et al., (2001) observed a mean of L and
W of 8.56 and 4.62 pm, respectively in
young boars with tested fertility. In the
current research, the results were si-
milar to those of the researches
referred, highlighting that the
described values were inside the
parameters established for a semen of
a high reproductive potential boar.

The refrigeration effect in the
boars’ semen has been widely discussed
(Jhonson et al., 2000). Differences in
the biochemical composition of the
plasmatic membrane and specifically
in the relative content of phospholipids
and cholesterol were involved in the
sensitiveness of the spermatozoids to
the refrigeration and frozen processes
(Thurston et al., 2001; Pena et al.,
2005). The biochemical characteristics
of the diluents had an important role
on the vitality of the semen exposed to
low temperatures during extended
periods of time (Althouse, 1997,
Jhonson et al., 2000).

Some morphometric
characteristics of the spermatic head
were affected by the refrigeration at
16°C for 24 hours. Both the L. (8.41 Vs
8.50 pm) and W (4.23 Vs 4.26 pm) of
the frozen semen spermatozoids
increased in relation to the fresh se-
men (P<0.01). A (31.30 Vs 31.62 um?),
P (22.36 Vs 22.49 um) and E (0.32 Vs
0.33) did not show significant
differences; however, a favorable
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sente estudio, los resultados fueron
similares a los de las investigaciones
referidas, puntualizando que los va-
lores descritos estuvieron dentro de los
parametros establecidos para un se-
men de verraco con un buen poten-
cial reproductivo.

El efecto de la refrigeracién en el
semen de verracos ha sido ampliamen-
te discutido (Jhonson et al., 2000). Di-
ferencias en la composicion bioquimica
de la membrana plasméatica y
especificamente en el contenido relati-
vo de fosfolipidos y colesterol, estuvie-
ron involucrados en la sensibilidad de
los espermatozoides a los procesos de
refrigeracion y congelacion (Thurston
et al., 2001; Pena et al., 2005). Las
caracteristicas bioquimicas del
diluyente presentaron un papel impor-
tante en la vitalidad del semen expues-
to a bajas temperaturas durante pe-
riodos de tiempo prolongados (Althouse,
1997; Jhonson et al., 2000).

Algunas caracteristicas
morfométricas de la cabeza
espermatica se vieron afectadas por la
refrigeracién a 16°C por 24 horas. Tan-
to la L (8,41 Vs 8,50 um) como el W
(4,23 Vs 4,26 pm) de los
espermatozoides del semen refrigera-
do, aumentaron en relacién al semen
fresco (P<0,01). El A (31,30 Vs 31,62
um?), el P (22,36 Vs 22,49 um) y la E
(0,32 Vs 0,33) no mostraron diferen-
cias significativas, sin embargo, se
evidencié una propensién numeérica
favorable al semen refrigerado. En re-
ferencia ala L, y el W de la cabeza del
espermatozoide estos hallazgos fueron
similares a los publicados por Gonzalez
et al. (2008); sin embargo, al verificar
el A, el Py la E los resultados fueron
contrastantes.
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numeric tendency in the frozen semen
was observed. In reference to L, and
W of the spermatozoid’ head these
findings were similar to those
published by Gonzéalez et al. (2008);
however, when verifying the A, P and
E the results were contrasting.

A grouping observation analysis
was done using FASTCLUS of SAS®.
This performs a correct segregation
and grouping of the spermatozoids
according to the common
characteristics of the spermatic head’s
dimensions, which resulted in the
identification of three spermatic sub-
populations that coexists in the semen
of the sampled boars (table 3). Sub-
population 1 (SP,) includes the
spermatozoids which spermatic head
had higher dimensions, the SP,
includes spermatozoids with
intermediate measures and SP,
includes smaller spermatozoids. In
both the fresh and frozen semen, all
the parameters differed significantly
among all the sub-populations
(P<0.01).

In fresh samples the percentage
of spermatozoids was higher for SP,
with 46.33% and a number of
spermatozoids evaluated of 2.633, being
SP, the second in relation to the
percentage (41.42) with a number of
2.354 evaluated spermatozoids, and in
a lower proportion the SP, with a
percentage of 12.25% and 696
spermatozoids. These values changed
slightly their proportions when the
semen was submitted to refrigeration
at 16°C for 24 hours since SP, and SP,
reduced in 4.38 and 2.21%,
respectively, but SP, increased the
percentage in 6.59%. These findings
differ from the information showed by
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Se realizb el andlisis de agrupa-
miento de observaciones con el procedi-
miento FASTCLUS del SAS®. Este rea-
liza una correcta segregaciéon y agru-
pamiento de los espermatozoides de
acuerdo a caracteristicas comunes de
dimensiones de la cabeza espermatica,
el cual resulté en la identificacion de
tres subpoblaciones espermaticas que
coexistieron en el semen de los verracos
muestreados (cuadro 3). La
subpoblacién 1 (SP,) incluyé los
espermatozoides cuya cabeza
espermatica tenian mayores dimensio-
nes, la SP, incluye los espermatozoides
con medidas intermedias y la SP, in-
cluye los espermatozoides mas peque-
nos. Tanto en semen fresco como refri-
gerado, todos estos parametros difirie-

Gonzélez et al., (2008) where the SP,
population had 28.45% of sperms; SP,
with 51.20% and SP, with 20.35%.
Thurston et al. (2001) assumed that
the variation in the spermatic
morphology originates during the
spermatogenesis, where the genotype
influences the structure of the
spermatozoid, which derives in
spermatic sub-populations (Quintero-
Moreno et al., 2003). It has been
proved that the morphology of the
spermatozoid seems to be controlled
under a strict genetic control (Roldan
et al., 1998).

The methodology employed for
establishing spermatic sub-
populations in function to the motility
and spermatic morphometry

Cuadro 3. Subpoblaciones espermaticas establecidas biométricamente
en semen de verraco recién recolectado y refrigerado a 16°C

por 24 horas.

Table 3. Spermatic sub-populations biometrically established in fresh
and frozen boar semen at 16°C for 24 hours.

Biometria de la cabeza

espermatica Subpoblaciones espermaticas
SP, SP, SP,

Longitud (um) 9,54+0,522 8,75+0,37°  7,99+0,41°
Ancho (um) 4,50+0,25% 4,31+0,19>  4,14+0,19°
Area (um?) 37,0842,04°  32,94+1,20° 29,00+1,65°
Perimetro (um) 25,25+1,760  23,09+0,76> 21,29+0,78°
Elongacién 0,35+0,032 0,33+0,32" 0,31+0,31°
Espermatozoides evaluados, % (n) 10,11 (1122) 44,64 (4954) 45,25 (5022)
Recién recolectados (RC) 12,25 (696) 41,42 (2354) 46,33 (2633)
Refrigerados (R) a24 h a 16°C 7,87 (426) 48,01 (2600) 44,12 (2389)
Diferencia (RC vs. R) -4,38 + 6,59 -2,21

N=11.098 espermatozoides evaluados correspondieron a 27 cerdos.
(a,b,c): letras distintas en la misma fila implicaron diferencias significativas (P<0,01).
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ron significativamente entre cada una
de las subpoblaciones (P<0.01). En las
muestras recién recolectadas el porcen-
taje de espermatozoides fue mayor para
la SP, con 46,33% y un ntimero de
espermatozoides evaluados de 2.633,
siendo la SP, la segunda en cuanto a
porcentaje (41,42) con un nimero de
2.354 espermatozoides evaluados y en
menor proporcién la SP, con un por-
centaje de 12,25% 'y 696
espermatozoides. Estos valores cambia-
ron ligeramente sus proporciones cuan-
do el semen fue sometido a refrigera-
cién a 16°C por 24 horas ya que dismi-
nuyeron tanto la SP, y SP_en un 4,38
y 2,21%, respectivamente; en cambio
la SP, aumento el porcentaje en 6,59%.
Estos hallazgos difirieron de la infor-
macién suministrada por Gonzalez et
al. (2008) en el cual la subpoblacién SP,
contaba con el 28,45% de espermios; la
SP, con el 51,20% y la SP, con el
20,35%. Thurston et al. (2001) asumid
que la variacion en la morfologia
espermatica se originé durante la
espermatogenesis, donde el genotipo
influencié la estructura del espermato-
zoide; lo cual deriv6 en subpoblaciones
espermaticas (Quintero-Moreno et al.,
2003). Se ha demostrado que la morfo-
logia del espermatozoide parece estar
controlado bajo estricto control genético
(Roldan et al., 1998).

La metodologia empleada para
establecer subpoblaciones espermaticas
en funciéon de las caracteristicas de
motilidad y morfometria espermatica
ha sido utilizada en estudios recientes
en varias especies (Quintero-Moreno et
al., 2003, 2004 y 2007; Rubio-Guillén
et al., 2007, Gonzalez et al., 2008) y se
basa en el establecimiento de rangos,
denominados grupos o clusters, enbase
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characteristics, has been used in recent
researches in some species (Quintero-
Moreno et al., 2003, 2004 and 2007;
Rubio-Guillén et al., 2007, Gonzalez et
al., 2008) and is based in the establish-
ment of ranks named groups or
clusters, in function to the distances
of medium points measured in function
of quantitative variables. Pena et al.,
(2005), established 4 sub-populations
in based to the spermatic
morphometry in boar semen, while
Thurston et al., (2001) established
three sub-populations in the semen of
this specie.

The refrigeration process at 16°C
for 24 hours affects significantly the
distribution of the spermatozoids inside
the spermatic sub-populations, since
SP, reduced its percentage from
12.25% to 7.87%, as well as SP_with a
minimum percentage fro, 46.33% to
44.12%. The sub-population that
increased its number of spermatozoids
is SP2 with an increment of 6%, which
makes to affirm that the refrigeration
process causes the reduction on the size
in a fraction of the spermatic
population. There are not researches
that study the changes that happen
in the distribution of spermatic sub-
populations morphometrically
established product to the refrigeration
in short periods of time.

Conclusions

The slightly changes observed in
the biometry of the spermatozoids’
head as well as in the percentage
distribution were product to the
refrigeration and storage procedures of
the semen at 16°C for 24 hours.
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a las distancias de puntos medios cal-
culados en funcién de variables cuanti-
tativas. Pena et al. (2005), estableci6
cuatro subpoblaciones en base a la
morfometria espermatica en semen
porcino, mientras que Thurston et al.
(2001) estableci6 tres subpoblaciones en
el semen de esta especie.

El proceso de refrigeracion a 16°C
por 24 horas afect6 significativamente la
distribucion de los espermatozoides den-
tro de las subpoblaciones espermaticas,
ya que la SP, disminuy6 su porcentaje
de 12,25% a 7,87%, también lo hizo la
SP_ con un porcentaje minimo de 46,33%
a44,12%. Laa subpoblacion que aumento
suntmero de espermatozoides fue la SP,
con un incremento del 6%, lo cuallleva a
afirmar que el proceso de refrigeracién
ocasioné disminucién de tamario de una
fraccién de la poblacién espermatica. No
se han evidenciado investigaciones que
estudien los cambios que se suscitan en
la distribucién de las subpoblaciones
espermaticas establecidas morfometrica-
mente producto de la refrigeracién por
cortos periodos de tiempo.

Conclusiéon

Los cambios ligeros observados en
la biometria de la cabeza de los
espermatozoides asi como en su distri-
bucién porcentual en subpoblaciones
espermaticas fueron producto de los
procedimientos de refrigeracién y al-
macenamiento del semen a 16°C por
24 horas.
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