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RESUMEN

Jogé Luis‘Tinoco Jaramillo: "Motilidad y dafic acrosomal
en espermatczoides de cerdo almacenadoc.en los diluentes BB y
BTS durante siet> dias"”, bajo la asesoria de los MVZ. Joaquin
Becerril Angelez y Ricardo Navarre Fierro.

Se evalud la motilidad y el dafio acrescomal en
espermatozoides de cerdo almacenados en los diluentes BB y
BTS a le large de unza semana. Se prepararon muestras con el
eyaculado de un solo semental o con la mezacla de eyaculados
de varios sementales. Una fraccidén de cada muestra se diluyé

en BB y otra en BTS, todas contenian una concentracién
espermidtica de 5 x 187 y se evaluaron a las @, 24, 72, 120,
188 h. Se usaron 18 muestras. La motilidad varié

significativamente con el tiempo de almacenaje (P<0.01)
siendo la caida en la motilidad mis temprana con el semen
diluido en BTS que en el diluido en BB. La proporcidn de
acrogsomas normales fué distinta entre diluentes y tuvo una
reduccidén significativa con el tiempo (P<0.01); la tendencia
a lo largo del tiempo fué similar entre diluentes (P>0.05).
El porcentaje de acrosomas daiiados no mostré  efecto
gignificativo en ninguno de los factores analizados (P>0.85).
La proporcién de acrosomas perdidos fué mayor en BTS (P<@.@5)
¥y auments con el tiempo signifi-cativamente (P<8.91) con
tendencias similares. La proporcidn de acrosomas degenerados
aumentd significativamente con el tiempo (P<@.05) pero no fué
distinto entre diluentes, ni entre tipo de semen (P>0.025). La
variabilidad de los resultados fue menor cuando la muestra
era de la mezcla de varios oyaculados. Se concluye gue el
diluente BB es mejor opcién que el diluente BTS, por
conservar de mejor manera las condiciones fisioldgicas de los
espermatozoides de cerdo en lo que se refiere a la motilidad
y morfologia espermatica.
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INTRODUCCION.

Dia con dia se hace mds necesaria la bisqueda de nuevas
técnicas para que los sistemas de explotacidn de los animales
domésticos sean lo mas eficientemente posibles; permitiendo a
los productores satisfacer de manera 6ptima las necesidades

de los consumidores de productos de origen animal.

El manejo reproductive del verraco, dentro de las
empresas porcicolas es de suma importancia, ya que los
progresos genéticos que se +tengan se deben en gran partc al
semental, debido a que éste proporciona de 15 a 20 veces mas
crias que cualguier hembra. Con el uso de la inseminacién
artificial (IA) la eficiencia productiva de los cerdos se ve
ampliamente favorecida: de cada verraco se obtiene semen
suficiente para servir centenares de hembras

(1,3,6,7,10,11,12,1%,18,31).

Las ventajas de usar la IA son: a) mejoramiento genético
acelerado mediante el uso de sementales probados: b) medora
la utilizacidén del semental; <) evita la transmisién de
enfermedades venéreas; d) facilita el transporte v
distribucién del semen; e) disminuye las necesidades de
machos en la piara y por lo tanto los gastos de manutencién
que representan; £) estimula el uso de registros de
produccidn; g) facilita la implementacién de programas de
sincronizacidn de Aestros; h) posibilita la adquisicién de
dosis de animales valiosos por parte de porcicultores de

escasos recursos econdémicos y, i) permite la realizacidn de



3

un mayor numero de pruebas de progenie (11,18).

Sin embargo la IA +también tiene desventajas: una de
ellas es el réapideo deterioro de los espermatozoides en
diluentes para mantener la fertilidad en estado liquido; las
alteraciones_  ocurren en 1la motilidad y la morfologia
acrosomal de los espermatozoides y se incrementan con el

tiempo de almacenalje (5,12).

El semen de cerdo puede preservarse de dos maneras: en
estado liquido o en congélacién. La mayoria de los diluentes
liquidos lo congervan de dos a tres dias. En congelacidn, si
el diluente satisface 1las necesidades metabdlicas y de

crioproteccién de los espermatozoides dura indefinidamente

(5,14,21,25,28),

Los diluentes Qque mis se usan para preservacién del
semen en estado liquido son: Beltsville Thawing Solution
(BTS), Beltsville Liquid Extender (BL-1), Kiev (Guelph),
Illinois Variable Temperature (IVT), SCK-7, Milk Extender,
Zorlesco y Modena. Se ha encontrade que el diluente BTS
mantiene mejor la capacidad fertilizante y la integridad
morfolégica de los espermatozoides, aungue sélo lo logra por

periodos de tres a cuatro dias (2,5,8,9,16,24,25).

Aalbers et al (3) compararon la fecundidad del semen de
cerdo diluido y almacenado en 1los - diluentes BTS, Kiev,
Zorlesco vy Modena a 18°C, wutilizando dosis con una

concentracion de <tres mil millones de espermatozoides por ml
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y aplicadas en diferentes granjas al tercer dia de colecciédn.
encontraron porcantajes de paricionas que variaron de 59 a
100% con BTS, 47 a 87% con Kiev, 50 a 73% con Zorlesco y de

43 a 74% con Modena.
)
Por otra parte Pursel (24), compardé los diluentes BTS,

BL-1, Kiev y Modena a temperaturas diferentes (15, 19, 23°C)’
y durante siete dias de almacenamiento. Utilizé dosis que
contenian cuarenta millones de espermatozoides por ml;
encontrd que el porcentaje de la motilidad progresiva del
semen almacenado en BTS fué superior que el semen almacenado
en otros  diluentes. Ademas sefiala que el porcentaje de
eapermatozoides con acrosoma normal fué similar en BTS y Kiev
¥ que éstos disminuyeron significativamente en los diluentes

BL-1 y Modena.

En otro experimento Aalbers et al (4) utilizaron semen
diluido en BTS y lo almacenaron a 16-18°C por periodos de 2 a
10, 20 a 28, 26 a 34 y 44 a 52 h observando que el porcentaie
de espermatozoides con acrogoma normal disminuia
gignificativamente con el tiempo. Ademds sefiala que el
porcentaje de pariciones fué siginificativamente supgrior en
el semen almacenado de 20 a 28 h, que en el almacenado de 44

a 52 h (82.9 ygs 78.5).

_Los espermatozoides de cerdo son muy sensibles a los
cambios de temperatura, por lo cudl, se ha recomendado
almacenar al semen de cerdo diluido en estado ligquido . a

temperaturas de 15 a 18°C (1,2,4,5,8,23).



Por otrc lado, durante al procesamientc del semen en el
laboratoric para su dilucidn y almacenamiento ocurren cambios
irreversibles en 1la mctilidad progresiva y en la morfologia

acrosomal (5,7,30).

La motilidad proéresiva del semen diluido es el
parametro mis utilizado para evaluar una dosis destinada para
la IA; ademds la evaluacion de los dafios acrosomales brinda
informacidén adicional importante de la viabilidad de las

dosis (29).

El propésito de éste trabajo fué evaluar los porcentajes
de motilidad y dafios acrosomales en los espermatozoides de
cerdo almacenados en los diluenteé BB y BTS a lo largo de una

semana.




MATERIAL Y METCDOS

a) El +<rabajo se rezlizd en &l laboraterio de IA dsl
Centro de Investigaciones Delta, localizado en 1la calle de

Villagrdn 90, La Piedad, Michoacian.

La ciudad de La Pizdad se ubica en la parte noroeste del
estado de Michoacdn, en el limite con el estado de Jalisco:
se sitfia en las coordenadas 20°20°30°° latitud norte v
1az2°01" 16ngitud oeste. a una altitud de 1699 metros sobre el
nivel medio del mar. El clima de la 2zmna es semicalido,
subhimedo, con 1lluvias en verano, la precipitacidén del. area
fluctia entre 720 y 900 mm anuales. La +temperatura media
anual en esta ciudad alcanza los 20.9°C; el mes mas cdlido es

mayo, con 24.1°C y el mes mi&s frio es enero, con 14°C (20).

b) Animales Experimentales: se utilizaron veintion
sempentales de las razas Duroc, Berkshire, Yorkshire,
Hampshiie y Landrace, Los sementales contaban con edades
entre 18 y 14 meses de edad.vLos verracos se entrenaron para
montar al potro de coleccidén desde los seis o siete meses de
edad. Cada verraco tiene su corrzl individual y reciben dos

kilogramos de alimento balanceado al dia.

El semen de cada verraco sc evalua de forma rutinaria,
llenando un registro que 8e completa segin los -resultados
obtanidqs de cada coleccién., con lo que se determina su

calidad para la elaboracion de dosis destinadas para la IA
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Tados 1los verracos scon vacunados vy desparasitados de

acuerdo al calendario de vacunacidn del Centro

¢) Procedimiento Lxperimental: pars: realizar la
coleccidn del semen, se practicd 1z técnica de 1la mano
enguantada (11,14). Antes de la colecciébn se cuidaba de
vaciar la orina residual de los sacos prepuciales de cada
verraco ya que es nociva para los espermatozoides (18). E1l
eyaculado se colectd en un frasco térmico de plastico con una
bolsa de polietileno en sn interior, pasandolo por un embudo
con una gasa de algoddén que funciona como filtro para

eliminar la porcién gelatinosa del eyaculado.

Cada dia se tomé una muestra de semen recién colectado.
Se usarxon 18 muestras en total; once de ellas se elaborarédn
con el eyaculado de un solo semental y las otras siete con la
mezcla de eyaculados de varios sementales, segin las
necesidades del centro. Cada wmuestra se dividié en dos
partes, una se diluyé =n BB y la otra en BTS. Las muestras
tuvieron una concentracisdn espermdtica de cinco mil millones
diluidos en 1@@ ml; para lograrle se realizé una dilucidn
1:20@ con la pipeta de Thoma, sSiendo una solucién de citrato
de sodio con formalina el solventz, y &1 semen, el soluto;
una vez hecha la dilucién en la pipeta se agité y se tiraron
3 o 4 gotas, para luego colocar un par de gotas en la camara
del hematocitdmetro (cdmara cuenta glébulos) y se procedié al
contéo de los espermatozoides para determinar la cantidad de

‘éstos por ml de - semen (31). En sepguida se describe la



composicion de los diluentes.

BB Cantidad (g)
-y
Dextrosa....... .o iiiinaannn 30
Citrato trisddico
Bicarbonato de sodio
EDTA. Ve
Tris

BTS (Beltsville Thawing Solution) Cant. (&)

Dextrosa. ......coiivi i innaeannn
Citrato trisdéddico............

Bicarbonato de sodio
Clorurc de potasio.
Gentamicina. . .......ouiiiiareirnraan.
Agua deionizada.............

Lag dosis se mantuvieron a 15°C en una incubadora. De
cada una Sse tomé una alicuota al ‘terminar de hacer 1la
dilucién (cero h) y uno, tres, cinco y siete dias después

(24, 72, 1208 y 168 h).

En cada alicucta se evalud la motilidad. Al efecto se
mantenia en bafic Maria a 37°C por cinco minutos, con wuna
pipeta Pasteur se tomaba una muestra del semen diluido y se
ponia una gota entre un portacbjetoe y un cubreobjetos vy
éstos sobre una termoplatina a 37°C, luego se obsevaba en el
microsgscopio de luz  1la motilidad progresiva de los
espermatozoides. Ademids, se evaluaba el dafie acrosomal
colocando unas dos o tres gotas del semen diluido en un vial
con 1 ml de gluteraldehido al 2.5%, luego se disponia-una
gota del mismo entre un portaobjgtos y un cubreobjetos y se

obsevaba al microscopio de contraste de fases (obdjetive PH3)



para registrar la cantidad de acrosomas normales, dafiados,
perdidos o degenerados en un total de 200 espermatozoides

(22,23,29).

d) Analisis Experimental: la motilidad, la proporcidn de
acrosomas normales, dafiados, perdideos y degenerados se
conpararon mediante un andlisis de covarianza en blogues,
cuyo modelo incluydé el efecto del diluente (BB o BTS), el
efecto lineal, cuadritico y cuabico de la hora considerada
como covariable, la diferencia de pendiente lineal vy
cuadratica entre los diluentes, el efecto del tipoc de semen
(éoﬁ eyaculado s9imple o miltiple) y el eyaculado como bloque
anidado en el tipo de semen. Para las distintas proporcxones
-de acrosomas  se utillpo la transformacidén angular (arco seno
4p), para la motilidad no se hizo transformacién alguna ya
que aunque Se expresa en porcentaje, no es precisamente una

evaluacién porcentual (19).
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RESULTADOS

La motilidad varié significativamente con el ‘tiempo
tefecto lineal, cuadratico y ciibicoi P<0.01), siendo el
cambio ?istinto entre diluentes. La caida en la motilidad fué
mads temprana (P<B.01) en el semen diluido en BTS que en el
conservado en BB (Grifica 1). La motilidad promedio fué
similar en el semen de eyaculados simples y en la mezcla de

. eyaculados (P>8.05).

La proporcién de acrosomas normales fué distinta entre
diluentes y* tuvo una reduccidén significativa con el tiempo
(P<@.01). La tendencia a lo largo del tiempo fué similar
entre diluentes (P>2.05), indicando que la disminucidn
ocurridé en curvas similares pero en +todo momento la
proporcién de acrosomas normales fué mayor en el semen

diluido en BB-(Gréfica 2).

El porcentaje de acrosomas dafiados no mostrd efecto
significative de rninguno de los factores analizadosg (P>8.05),
debido a la gran variabilidad que tuvo (coeficiente de
variacidén mayor a 100%). AGn asi la tendencia aparente fué

hacia un incremento a lo largo del tiempo (Grafica 3).

La proporcién de acrosomas perdidos fué distinta entre
diluentes (P<@.05) y aumenté significativamente con el tiempo
(P<@.01). Las curvas de ambos diluentes mostraron tendencias
gimilares (P>0.05), de manera que la curva del diluente BTS

fué mds alta y paralela a la de BB (Grafica 4).




Gréfica 1
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v — - >
Iv] <4 Te 220 288 h
Gr&fica 1: HMotllidad de suaen Giluido en 22 y 218 a lo largo de

slebte 2fase
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NORMALES

Gr&flica 2
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Gr&fica 2: Porcantaje de acrosomas normales con los diluanes

3 y BTs a lo largo de siete dfas.
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Gr&rica 3

ACRUSOMAS 6 4
DARADOS

- BB

-eme- BTS

P et

] 24 72 120 158 h

Gs8fica 3: Porcentaje de acroscmas danados con los dilucntus k
© 55 BTS a lo largo de sicte dlas,



Gr&fica 4
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Gr&flca 4: Fforcentaje de acrosomas perdidos ccn lcs diluentes

5 y BTS a lo largo de sicte dlas.
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La propcrcidn de acrosonas degenerados aumentd
zignificativamente con el tiempo (P<®,05) perc no fué
distinto entre diluentes ni entre tipo de semen (P>8.85)

(Grafica 5).

La variabilidad de los reszultades fué menor cuando la
muestra era de la mezcla de varios eyaculados que cuando

provenia del eyaculado de un solo semental.

La motilidad, 1la proporcién  de acrosomas daflados 'y
degenerados fué semejante en las muestras de eyaculados
‘simples y en la -mezcla de wvarios eyaculados (P>0.05). La
.proporcién de acrosomas normales fué mayor en las muestras
con mezcla de varios eyaculados que en las muestras de

eyaculados simples (96.52 ys 95.69%) {(P<%.01).

El porcentaje de acrosomaz perdidos fué menor en ' las
muestras con mezclas de eyaculados que en las muestras con

eyaculados simples (P<0.@1) (Graficas € y 7).



Gr8fica S

. ACROSCMAS 6
PEGENLRADOS
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4 ?

3 ' | meeBTS
24 - STt
’~ el
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o 24 .72 120 168 h

g Gr&fica. 53 ' Porcentaje de acrosomas degenerados con los diluentes
BB y BTS a lo largo ace siete diase




ACRUSOMAS
PERDIDOS

Gr&fica 63
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Gr&fica 6
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Simples
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-
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24

72 120 168 h

Porcentaje de acroscmas perdidos en el dilueate BB con
eyaculados simples y con mezcla de eyaculados a 'lo lar
go de siete dlas,
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Gr8fica 7: Porcentaje de acrosomas perdidos en el diluente BTS con
N cyaculades simples y con meucla de eyaculados a 1o lare

go de siete dfas.
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DISCUSION

El process de dilucidn., =1 tipe de ey
de almacenaje del semen diluide de cerdo para la IA, afeﬁtan ég;
gignificativamente la motilidad progresiva y la cantidad de
espermatozoides con acrosomas normales, debido a que estas
células sufren cambios irreversibles en su motilidad vy
morfologia acrosomal durante su manedo en el laboratorio.
Dichos cambios se incrementan con el tiempo de almacenaje y
se deben a la presencia de proteinas basicas del plasma
seminal que aumentan la permeabilidad de las celulas
espermaticas permitiendo la salida de proteinas, cationes
celulares y enzimas como la transaminasa glutamica
oxalacética, hialuronidasa y acrosina, que son necesarias
para apoyar el proceso de capacitacidn espermitica, ademis
del actimulo de productos metazbdlicos como - amoniaco, acido
lactico, acido piravico y dcido carbénico, que también daiian

a los espermatocoides (5,12,26,27,30).

Johnson et al. (16) compararon la fecundidad del semen de
cerdo diluide en Beltsville Thawing Solution (BTS), MNodified
Modena (MM) o MR~A almacenados a 18°C y utilizandolo para
inseminar al primero, segundo, tocrcero y cuarto dia después
de la ' coleccién; encontrando resultados similares a trabajos
hechos con anterieridad (3,4,5,14,21,25), ademds serfiala que
las dosié diluidas en BTS utilizadas al cuarto dia posterior
a su coleccidn, tenian el mismo porcentaje de pariciones que

las aplicadas el primar dia posterior a la coleccién, siemprs
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¥ cuando las del ecuarts dia contuvieran el doble de
concentracidn espermatica, es decir seis mil millones por ml.
Los resultados obtenidos en éste trabajo con el diluente BTS
tanto en motilidad como en porcentaje de acrosomas normales
estdn dentro de los rangos obtenidos por otros autores

(3,4,5,13,15,23,25,30).

Mientras que 1los resultados obtenidos en éste trabajo
con el diluente BB se asemejan a los resultados obtenidos por -
Pursel et al (23), en donde. almacend semen diluido en
Illinois Variable Temperature (IVT) saturado con CO= a 15;0
durante 72 h obteniendo: a las 24 h porcentajes de motilidad
b4 acrbsomaa normales de 78 y 96 y a las 72 h de 52 y 95
respectivamente. Con BB se obtuvo: a las 24 h porcentaljes de
motilidad y de acroscmas normales de 72.22 y 98.17 y a las 72

h de 58.06 y 98.2 respectivamente.

La motilidad disminuyé mias rapidamente que el porcentaje
‘de espermatozoides con acrosomas normales durante el
almacenaje, debido a que la primera es la mas afectada por el
enfriamiento ¥y a que el espermatozoide de  cerdec es muy
sensible a ello, ademas de afectarse también por los

metabolitos de su actividad enzimiatica durante el almacenaje

(5,7,28).




21

Debido a  lz suceptibilidad del espermatozcide de cerdo
para poder mantener su viabilidad a temperaturas ambisntales
o de refrigeracién., se ha recomendade su almacenaje a

temperaturas entre 156 y 18°C (1,2,4,5,8,23).

Strzezek et - a) (26), sefiald que el almacenamiento de
semen diluido entre 18 y 20°C por 24 a 48 h, resultd en un
considerable incremento en la actividad de acrosina, aparato
aminotransferasa y consumo de Oz lo que afectéd
detrimentalmente a los espermatozoides. Debido a lo sefialado
por los' autores lac muestras en éste .experimento se

almacenaron a 15°C.

La valoracidén de la calidad del semen resulta esencial
para seleccionar 1las dosis destinadas a 1la TA. La motilidad
es uno de los critérios mas utilizados para estimar la
calidad de la muestra ya que informa de la viabilidad
celular. El porcentaje de acrosomas normales proporciona una
informacidén adicional de gran valor sobre la viabilidad de
las dosis (29). Las muestras de éste experimento se evaluaron
al microscopio de contraste de fases de la misma manera en

que Vazquez (29) lo indica en su experimento.

Sa concluye que el diluente BB es mejor opecidn que el
diluente BTS, ya que las condiciones fisiolégicas de los
espermatozoides en lo que se refiere a motilidad y morfologia

se mantienen meJjor.
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Para wuna conclusidn definitiva ésto debsra 3ar
corroborado con estudios donde se insemine cerdas utilizando
semen diluido en BB y BTS a diferentes tiempos de almacenaje,
y se comparen las tasa de fertilidad alcanzadas con uno y

otro diluente.
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