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!lE::;UHEN 

José Luis Tinoco Jaramillo: "rlotilidad y dahv acrv~1;im3l 
en espermatozc.•ides de ccrdo alrnacenado:,; en los dilue11t.es BB y 
BTS durante :o;iet1_-. días". baJo la asesorio de los MVZ. Joaquin 
Becerril AnK~lez y Ricardo Navarro Fierro. 

Se evaluó la motilidad y el daño acro:.3omal en 
espermatozoides de: cerdo .:1lmacenados en los dilui:::ntcs BB y 
BTS a lo largo de una sem~na. Se pr~pararon muestras con el 
eyaculado de un solo s~mcntal o con la mezcla de eyaculados 
de varios sementales. Un~ fracción d~ cada muestra 5e diluyó 
en BB y otra en BTS, todas contenían una concentración 
espermática de 5 x 109' y se evaluaron a las 0, 24. 7'2, 120, 
168 h. Se usaron 18 muestras. La motilid~d varió 
significativamente con el tiempo de alrnacenaJ(;: CP< 0. 01) 
siendo la caída en la motilidad más temprana con el semen 
diluido en BTS que en el diluido en BB. La proporción de 
acrosomas normales fué distinta entre diluentes l-~ tuvo una 
reducción significativa con el tiempo CP<0.01); la tendencia 
a lo largo del tiempo fué similar entre diluentes (P>0.05). 
El porcentaje de acro~omas dañados no mootró efecto 
significativo en ninguno de los factores analizados (P>0.05). 
La proporción de acrosomas perdidos fué mayor en BTS CP<0.05) 
y aumentó con el tiempo signifi-cativamente <P<0.01) con 
tendencias similares. La proporción de acrosomas degenerados 
aumentó significativamente con el tiempo CP<0.05) pero no fué 
distinto entre diluentes, ni entre tipo de semen CP>0.05). La 
variabilidad de los resultados fue menor cuando la muestra 
era de la mezcla de varios oyaculados. Se concluye que el 
diluente BB es meJor opcion que el diluente BTS, por 
conservar de mejor man~ra las condiciones f isiológicus de los 
espermatozoides de cerdo en lo que se refiere a la motilidad 
y morfología espermática. 
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INTRODUCCIOH. 

Día con día se hace más necesaria la búsqueda de nuevas 

técnicas para qu~ los sistemas de explotación de los animales 

domésticos sean lo más eficientemente posibles; permitiendo a 

los productores satisfacer cie manera óptima las necesidades 

de los consumidores de productos de origen animal. 

El manejo reproductivo del verraco, dentro de las 

empresas porcícolas es de suma impoJ:tancia, ya que los 

progresos genéticos que se tengan se deben ·en gran parte al 

semental, debido a que éste proporciona de 15 a 20 veces más 

crías que cualquier hembra. Con el uso de la inseminación 

artificial CIA) la eficiencia productiva de los cerdos se ve 

ampliamente favorecida: de cada verraco se obtiene semen 

suficiente para servii.~ centenares de hembras 

( l, 3. 6. 7 • 10. 11, 12 . 17'. 18. 31). 

Las ventajas de usar la IA son: a) mejoramiento genético 

acelerado mediante el uso de sem~ntales probados; b) rneJora 

la utilización del semental: e) evita la transmisión de 

enfermedades venéreas; dl facilita el transporte y 

distribución del semen¡ e) disminuye las necesidades tle 

machos en la piara y por lo t'anto los gastos de manutención 

que representan¡ fl estimula el uso de registros de 

producción¡ g) facilita la implementación de programas de 

sincronización de estros; hl posibilita la adquisición de 

dosis de animal'3s valiosos por parte de porcicultores de 

escasos recursos económicos y, i) permite la realización de 
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un mayor número de j_:¡L·uebas de progenie (11, 18). 

Sin embargo la IA también tiene desventajas: una de 

ellas es el rápido deterioro de los espermatozoides en 

diluentes para mantener la fertilidad en estado liquido¡ las 

alteraciones_ ocurren en la motilidad y la morfología 

acrosomal de los espermatozoides y se incrementan con el 

tiempo de almacenaje (5,12). 

El semen de cerdo puede preservarse de dos maneras: en 

entado líquido o en congelación. La mayoria de los diluentes 

líquidos lo conservan de dos a tres días. En congelación, si 

el diluente satisface las necesidades metabólicas y de 

crioprotección de los espermatozoides dura indefinidamente 

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

Los diluentes que más se usan para preservación del 

semen en estado liquido son: Beltsville Thawing Solution 

(BTS), Beltsville Liquid EY.tender (BL-1), Kiev (Guelph), 

Illinois Variable Temperature {lVT), SCK-7, Milk Extender, 

Zorlesco y Modena. Se ha encontrado que el d~luente BTS 

mantiene mejor la capacidad fertili~ante y la integridad 

morfológica de los espermatozoides, aunque sólo lo logra por 

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

Aalbers ñ al. (3) compararon la fcc!;lndidad del semen de 

cerdo diluido y almacenado en los diluentes BTS, Kiev, 

Zorlesco y Modena a 18"C, utilizando dosi:s con una 

concentración de tres mil millone~ de espermatozoides por ml 
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y aplicadas en diferentes granjas al tercer día de colección, 

encontraron porcentajes de pariciones que variaron de 59 a 

100% con BTS, 47 a 87% con Kiev, 50 a 73% con Zorlesco y de 

49 a 74% con Modena. 

Por otra parte Pursel (24), comparó los diluentes BTS, 

BL-1, Kiev y Modena a temperaturas diferentes (15, 19, 23.C) 

y durante siete días de almacenamiento. Utilizó dosis que 

contenían cuarenta millones de espermatozoides por ml; 

en·contró que el porcentaje de la motilidad progresiva del 

semen almacenado en BTS fué superior que el semen almacenado 

en otros diluentes. Además señala que el porcentaje de 

espermatozoides con acrosoma normal fué similar en BTS y Kiev 

Y que éstos disminuyeron significativamente en los diluentes 

BL-1 y Modena. 

En otro experimento Aalbers e..t: al. (4) utilizaron semen 

diluido en BTS y lo almacenaron a 16-la•c por periodos de 2 a 

10, 20 a 28, 26 a 34 y 44 a 52 h observando que el porcentaje 

de espermatozoides con acrosoma normal disminuía 

significativamente con el tiempo. Además señala que el 

porcentaje de pariciones fué siginificativamente superior en 

el semen almacenado de 20 a 28 h, que en el almacenado de 44 

a 52 h (82.9 Y.S. 78.5). 

Los espermatozoides de cerdo son muy sensibles a los 

cambios de temperatura, por lo cuál, se ha recomendado 

almacenar al semen de cerdo diluido en estado liquido a 

temperaturas de 15 a 18ºC Cl,2,4,5,8,23). 
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Par otrc• lado, durante el procesamiento de 1 semen en el 

laboratorio p.:::il~a su dilución y alm:icenamiento ocurren cambios 

irreversibles en la mvtilidad progresiva y en la ~orfología 

acrosomal (5,7,30). 

La motilidad progresiva. del semen diluido es el 

parámetro más utilizado para evaluar una dosis destinada para 

la IA¡ además la evaluacion de los daños acrosomales brinda 

información adicional importante tle la viabilidad de las 

dosis (29). 

El propósito de éste trabajo fue evaluar los porcentajes 

de motilidad y daños acrosomales en los espermatozoides de 

cerdo almacenados en los diluentes BB y BTS a lo largo de una 

semana. 
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MATERIAL Y METODOS 

a) El 't.rabaJo :;e l;e.=.li=ó en ~l laboratorio de IA del 

Centro de In·1est.igaciones Delta, locali~ado en la calle de 

Villagrán 90, La Piedad, Michoacán. 

La ciudad de La Pied~d se ubica en la parte noroeste del 

estado de Michoacán, en el limite con el estado d~ Jalisco; 

se si.túa en las coordenadas 20·20·30·· latitud norte y 

102•01· longitud oeste. a una altitud de 1690 metros sobre el 

nivel medio del m~r. El clima de la zona es semicálido, 

subhúmedo, con 

fluctúa entre 

lluvias en verano, la precipitación del area 

720 y 900 mm gnuales. La temperaturn media 

anual en esta ciudad alcanza los 20.9.C¡ el mes más cálido es 

mayo, con 24. 1•c y el mes más frio es enero, con 14·c (20). 

bl Animales Experimentales: se utili~aron veintiún 

sementales de las razas Duroc, Berkshire, Yorkshire, 

Hampshire y Landrace. Los sementales contaban con edades 

entre 10 y 14 meses de edad. Los verracos se entrenaron para 

montar al potro de colección desde los seis o siete meses de 

edad. Cada verraco tiene su corral individual y reciben dos 

kilogramos de alimento balanceado al día. 

El semen de cada verraco se evalúa de forma rutinaria, 

llenando un registro ql.\e se completa según los resultados 

obtenidos de cada colección. con lo que se determino. su 

calidad para l~ elaboracion de dosis destinadas para la IA. 
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Todos los ·~·ei:racoe sc..n v~cunadon '.f desparasitados de 

acuerdo al calendario de vacun<:.1ción del C;::ntro. 

e} ProccdimienLo E:-:perimental: par~· r~alizar la 

colección cicl semen. se practicó la técni•::a de la mano 

enguantada (11,14). Antes de la colección ze cuidaba de 

vaciar la orina residual de los sacos prepuciales de cada 

verraco ya que es nociva para los espermatozoides (18). El 

eyaculado se colectó en un frasco térmico de plástico con una 

bolsa de polietileno en SJ.l i11t.crior, pasándolo por un embudo 

con una ga9a de algodón que funciona como filtro para 

eliminar la porción gelatinosa del eyaculado. 

Cada día se tomó una muestra de semen recién colectado. 

Se usaron 18 mue~tras en total¡ once de ellas se elaborarán 

con el eyaculado de un solo semental y las otras siete con la 

mezcla de eyaculados de varios sementali;iE:, según las 

necesidades del centro. Cada muestra se dividió en dos 

partes, una se diluyó ~n BB y la otra en BTS. Las muestras 

tuvieron una concentración espermática de cinco mil millones 

diluidos en 100 rol¡ para lograrle.• se realizó una dilución 

1:200 con la pipeta de Thoma, siendo una solución de citrato 

de sodio con formalina el solvente, y el semen, el soluto¡ 

una vez hecha la dilución en la pipeta se agitó y se tiraron 

3 o 4 gotas, para luego colocar un par de gotas en la cámara 

del he:matocitómetro (cámara cuenta glóbulos) y se procedió al 

contéo de los espermatozoides para determinar la cantidad de 

éstos por ml de semen (31). En seguida se describe la 
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composición de los diluentes. 

BB Cantidad (g) 

Dextrosc ....................... 30 
Citrato trisódico ............. 16 
Bicarbonato de sodio .......... 8.5 
EDTA .......•.......•.•........ 2. 5 
Tris .......................... 15. 3 
Cisteina ...................... 0. 4 
Agua deionizada ............. cbp 1000 ml 

BTS (Beltsville Thawing Solution) Cant. (g) 

Dextrosa .............................. 37 
Citrato trisódico. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6 
Bicarbonato de sodio . . . . . . . . . . . . . . . . . 1. 25 
EDTA .....•.......•........ ; . • . . . . . . • . • l. 25 
Cloruro de potasio .................... 0.75 
Gcntamicina. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0. 030 
Agua deionizada .................... cbp 1000 rol 

Las dosis se mantLtvieron a 1s·c ªt\ una incubadora. De 

cada una se tomó una alícuota al terminar de hacer la 

dilución (cero h) y uno, tres, cinco y siete días después 

(24, 72, 120 y 168 h). 

En cada alícuota se evaluó la motilidad. Al efecto se 

mantenía en baño Ma~ia a 37•c por cinco minutos. con una 

pipeta Pasteur se tomaba una muestra del semen diluidO y oe 

ponía una gota entre un portaobjetos y un cubreobjetos y 

éstos sobre una termoplatina a 37·c 1 luego se obsevaba en el 

microscopio de lu~ la motilidad progresiva de los 

espermatozoides. Además, se evaluaba el daño acrosomal 

colocando unas dos o tres gotas del semen diluido en un vial 

con 1 ml de gluteraldehido al 2.5%, luego se disponía una 

gota del mismo entre un portaobJ7tos y un cubreobjetos y se 

obsevaba al microscopio de contraste de fases (objetivo PH3) 



9 

para registrar la cantidad de acrosomas normales, dañados, 

perdidos o degenerados en un total de 200 espermatozoides 

(22,23,29). 

d) Análisis Experimental: la motilidad, la proporción de 

acrosomas normales, dañados 1 perdidos y degenerados se 

compararon mediante un análisis de covarianza en bloques, 

cuyo modelo incluyó el efecto del diluente CBB o PTS), el 

efecto lineal, cuadrático y cúbico de la hora considerada 

como covariable, la diferencia de pendiente lineal y 

cua~rática entre los diluentes, el efecto del tipo de semen 

(con eyaculado simple o múltiple) y el eyaculado como bloque 

anidado en el tipo de semen. Para las distintas proporciones 

de acrosomas se utilizó la transformación angular (arco seno 

~p), para la motilidad no se hizo transformación alguna ya 

que aunque se expresa en porcentaje, no es precisamente una 

evaluación porcentual (19). 
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RESULTADOS 

La motilidad varié, significativamente con el tiempo 

lefecto lineal. cuadrátic~. y cúbico¡ P<0.0l), siendo el 

cambio distinto entre dilUentes. La caída en la motilidad fué 

más temprana CP<0.01) en el semen diluido en BTS que en el 

conservado en BB (Gráfica 1). La motilidad promedio fué 

similar en el semen de eyaculados simples y en la mezcla de 

eyaculados (P>0.05). 

La proporción de acrosomas normales fué distinta entre 

diluentes y· tuvo una reducción significativa con el tiempo 

CP<0.01). La tendencia a lo largo del tiempo fué similar 

entre diluentes (P>0.05), indicando que la dismiñución 

ocurrió en curvas similares 

proporción de acrosomas normales 

diluido en BB (Gráfica 2l. 

pero 

·fué 

en todo momento la 

mayor en el semen 

El porcentaje de acrosomas dañados no mostró efecto 

significativo de ninguno de los factores analizados (P>0.05), 

debido a la gran variabilidad que tuvo (coeficiente de 

variación mayor a 100%). Aün así la tendencia aparente fué 

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

La proporción de acrosomas perdidos fué distinta entre 

diluente_s CP< 0. 05) y aumentó significativamente con el tiempo 

(P<0.01). Las curvas de ambos diluentes mostraron tendencias 

similares (P>0.05), de manera que la curva del diluente BTS 

fué más alta y paralela a la de BB (Gráfica 4). 
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La propc·rción de acrosocae degenei~ados aumentó 

significativamente con el tiempo (?<0. 05) pe:r•:i no fué 

distinto entre diluentes ni entre tipo de se.roen (P>0. 05} 

(Gráfica 5) • 

La variabilidad de los resultados fu6 menor cuando la 

muestra era d~ la mezcla de varios eyaculados que cuando 

provenía del eyaculndo de un solo semental. 

La motilidad, la p~oporción ~e acrosomas dañados y 

degenerados fué semejante en las muestras de eyaculados 

simples y en la mezcla de varios eyaculados (P>0.05). La 

proporción de acroaomas normales fué mayor en las muestras 

con mezcla de varios eyaculados que en las muestras de 

eyaculados simples (96.52 Y.S. 95.69%) (P<0. 01). 

El porcentaJa de acrosomas perdidos fué menor en las 

muestran con mezclas de eyacu:adoE que en las muestras con 

eyaculados siraple~ CP< 0. 01) (Gráficas 6 y 7}. 
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DISCOS ION 

El procese· d-; cl!.lución. el tipo de eyaculado 

de almacenaje del Sémen diluiclo de cerdo para la 

significativamente la motilidad progresiva y la cantidad de 

espermato~oides con acrosomas normales, debido a que estas 

células sufren cambios irrcversi bles en su motilidad y 

morfología acrosomal du.rante su maneJo en el laboratorio. 

Dichos cambios se incrementan con el tiempo de almacenaje y 

se deben a la presencia de proteínas básicas del plasma 

seminal que aumentan la permeabilidad de las celulas 

espermaticas permitiendo la salida de proteínas, cationeo 

celulares y enzimas como transaminasa glutámica 

oxalacética, hialuronidasa y acrosina. que son necesarias 

p~ra apoyar el proceso de capacitación espermática, además 

del a.cúmulo de productos metabólicos como amoniaco, ácido 

láctico, ácido pirúvico y ácido carbónico, que también dañan 

a los espermato~oides (5,12,26,27,30>. 

Johnson 1.::t.t al. (16) compararon la fecundidad del semen de 

cerdo diluido en Beltsville Thawing Solution CBTS), Nodified 

Modena (MM>. o MR-A almacenados a ia·c y utilizandolo para 

inseminar ~l primero, segundo, tercero y cuarto di~ después 

de la colección¡ encontrando resultados similares a trabajos 

hechos con anterioridad (3,4,5,14,21,25), además señala que 

las dosis diluidas en BTS utilizadas al cuarto día posterior 

a su colección, tenían el mismo porcentaje de pariciones que 

las aplicadan el primer día posterior a la colec•:::ión, siempre 
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y cuando las del cuarto día contuvieran el doble de 

concentración espermática. es decir seis mil millones por ml. 

Los resultados obtenidos en éste trabajo con el diluente BTS 

tanto en motilidad como en porcentaje de acro~omas normales 

están dentro de los rangos obtenidos por otros autores 

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

Mientras que los resultados obtenidos en éste trabajo 

con el ~iluente BB se asemejan a los resultados obtenidos por 

Pursel e.1i. ~ (23). en donde almacenó semen diluido en 

Illinois Variable Temperatura CIVT) saturado con ca~ a 1s;c 
durante 72 h obteniendo: a las 24 h porcentajes de motilidad 

y acrosomas normales de 78 y 96 y a las 72 h de 52 y 95 

resPectivamente. Con BB se obtuvo: a las 24 h porcent.aJes de 

motilidad y de acrosomas normales de 72.22 y 98.17 y a las 72 

h de 58.06 y 98.2 respectivamente. 

La motilidad disminuyó más rápidamente que el porcentajé 

de espermatozoides con acrosomas normales durante el 

almacenaje, debido a que la primera es la más afectada por el 

enfriamiento y a que el espermatozoide de cerdo es muy 

sensible a ello, además de afectarse también por los 

metabolitos de su actividad enzimática durante el almacenaje 

(5, 7 ,28). 
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Debido a l~ suceptibilidad del espermatozoide de cerdo 

para poder mantener su viabilidad a temperaturas ambi~ntale~ 

o de refrigeración. se ha re·::omen.dado su almacenaje a 

temperaturas entre 15 y lB"C Cl,2,4,5,8,23). 

Strzezek ~ al (26), señaló que el almacenamiento de 

semen diluido entre 18 y 20·c por 24 a 46 h, resultó en un 

considerable incremento en la actividad de acrosina, aparato 

aminotransferasa y consumo de º" lo que afectó 

detrimentalmente a 103 espermato~oides. Debido a lo señalado 

por los' autores las 

almacenaron a is·c. 
muestras en éste experimento se 

La valoración de la calidad del semen resulta esencial 

par~ seleccionar las dosis destinadas a la IA. La motilidad 

es uno de los critérios más utilizados para estimar la 

calidad de la muestra ya que informa de la viabilidad 

celular. El porcentaje de acrosomas normales proporciona una 

información 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 Vázquez (29) lo indica en su experimento. 

Se concluye que el diluente BB es mejor opción que el 

diluente BTS, ya que las condiciones fisiológicas de los 

espermatozoides en lo que se refiere a motilidad y morfología 

se mantienen mejor. 
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Para una conclusión definitiva ést.o deberá ser 

corroborado con estudios donde se insemine cerdas utili~ando 

semen diluido en BB y ETS a diferentes tiempos de almacenaje, 

y se comparen las tasa de fertilidad alcanzadas con uno y 

otro diluente. 
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