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RESUMEN 

MART!NEZ MENDOZA CAROLINA. "Evaluaci6n de la motilidad y daño 

acrosomal en semen de cerdo almacenado en los diluyentes -BTS 

y GEPZ" (bajo la dirección de Joaquin Becerril A., Ricardo N~ 

~arra F., Jesbs Conejo N. y Marco A. Soto F.). 

Se realizó un estudio para evaluar la eficiencia de los dilu

yentes Beltsville Thawing Solution (BTS) y GEPZ para preser

var el semen de cerdo a diferentes tiempos de almacenaje. Se 

utilizaron seis verracos los cuales se colectaron cinco veces 

cada uno a intervalos de siete dias utilizando la técnica de 

la mano enguantada. Cada eyaculado se dividió en do~ fraccio

nes, una Se diluyó en BTS y la otra en GEPZ. Se prepararon d2 

sis para inseminación artificial con una concentración total 

de Sx10 9 espermatozoides diluidos en un vol6men de 100 ml. La 

motilidad se evaluó con microscopio de campo claro y la morf2 

logia acrosomal con microscopio de contraste de fases. Las 

evaluaciones se realizaron antes de diluir, inmediatamente 

después de diluir y cada 24 horas hasta la Hora 192. El GEPZ 

fué mejor que el BTS para mantener la motilidad (p<0.01): 

ambos iniciaron en 74.7% pero el GEPZ tenia una motilidad 10 

veces mayor que el BTS a las 192 h (30.5 vs J.3i). También 

el GEPZ fu~ mejor en la conservación de los espermatozoides 

con ñcrosoma normal; durante las 192 h mantuvo promedios may2 

res, aunque la diferencia no fue muy yrar.dc {p<0.01). Por 

otro lado, no se encontró diferencia significativa en DAR, 

MAR y LAC (p>0.05). 
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INTRODUCCION 

La capacidad fertilizante del semental es de ?Uro~. im~·ar".'" 

tancia dentro de una empresa porcicola, ya que er·sO%. de.~la· 

contribución genética a las crias estA dado pol:<e1'-'.·inach.~'.Ad~ 
mAs, Cada macho adulto proporciona 15 a 20 Veces·:·~a·~>6ri~s 
que una cerda ( 12). ·:L .:;:• .. : 

~:;,J·:~~ .~,~;.~,,,- T .-

_,< 

En cerdos, el propósito de manejo :f~pr~_düct(i~<?;.:.d~i:_;~\'.~~~~ 
co consiste en el mantenimiento de u'na libido' y>'fert.ilia:.d· bg 
timas, principalmente cuando .se, util-iza,· Para···~i~_semi'~aci'.~ri · ~~
tificial (IA) (12,13,34). 

En la actualidad, la IA tiene gran importancia, ya que se 

permite un mejor uso del material genético del verraco cuyas 

caracteristicas zootécnicas han sido probadas (12,13). 

Desde el punto de vista productivo, la IA representa una 

posibilidad para aumentar la eficiencia de la producción de 

los cerdos, ya que con el eyaculado de una macho adulto se 

pueden inseminar hasta 20 cerdas y considerando que un verr~ 

co se colecta dos veces por semana, en un año se pueden ins~ 

minar por lo menos a 2 080 hembras con un solo semental ( 1, 3, 

6. 7 ,9 ¡. 

Se han mencionado entre las ventajas de la IA, mejorar el 

valor genético del hato y disminuir el riesgo de adquirir en 

las cerdas enfermedades transmisibles por el semen como auje~ 

ky, parvovirosis, brucelosis, leptoBpirosis y otras. Pero ta~ 

bién la IA tiene varias desventajas, y una de las más impar~ 

tantes es el no poder mantener una buena capacidad fertiliza~ 

te de los espermatozoides almacenados en estado liquido mAs 

allá de 3 dias. Esto s: debe a que durante el almacenaje la 

membrana celular de la cabeza del espermatozoide sufre cam.-



bies, resultando la liberaci6n hacia el exterior de enzimas, 
principªlme~t~.· ... h-Ía1uronidasa, transaminasa glutAmica oxalacé

tiC~'. y· :·acr~~i-~a ,- que s~n importantes para el proceso de capa

cita_é:i6~:.eSp~ermAtica. Ademas, existe acCmulo de amoniaco, Aci 

.'dós~sPit6viCo'~ l.!.ctico y carb6nico, que tienen un efecto adve!. 
so-:.~¡Obt·~·,·1a·-~ot.ilidad y sobrevivencia de los espermatozoides 

'(5,Í?,25,33). 

Un bUen diluyente para preservar el semen diluido_debe·p2 

seer las principales caracterlsticas: nutrientes adecuados, 

substancias buferantes, apropiada presi6n osmótica, electro

litos balanceados, inhibici6n del crecimiento bacteriano y un 

volCmen adecuado para mCltiples inseminaciones (23,27). 

Se han utilizado diversos diluyentes que incluyen elemen

tos como: TRIS, dextrosa, ácido citrico, cafeina, yema de hu~ 

Vo, citrato de sodio, glicina, bicarbonato de sodio, cloruro 

de potasio, EDTA, cisteina, albCmina sérica bovina y otros, 

además antibióticos como penicilina, estreptomicina y gentami 

cina, Esto es con el propósito de conservar en el mayor tiem

po posible la capacidad fertilizante de los espermatozoides 

( 1o'11. 19. 22. 36). 

En estudios comparativos se han evaluado los diluyentes 

Beltsville Thawing Solution (BTS), Illinois Varible Temperat~ 

re (IVT), Beltsville Liquid Extender (BL-1), Zorlesco, Modena 

y Kiev, que en la actualidad se usan y se ha recomendado su 

almacenaje a temperaturas de 15 a 23° e, pero en la mayoria 

de ellos no se ha logrado una conservación adecuada del semen 

por más de 3 dias (5,16,26,31). Se ha encontrado que el BTS 

resulta mejor que los demis diluyentes para mantener la cap~ 

cidad fertilizante de los espermatozoides conservAndolos has
ta por 3 dias (2,5,8,28,29). 



Pursel,(27), examinó los efectos de la temperatura a 15, 

19 y 23° e sobre el semen almacenado durante 7 dias en BL-1, 

BTS, Kiev y Modena utilizando 40x106 espermatozoides por ml y 
encontraron que a 23° e el porcentaje de motilidad y el por

centaje de espermatozoides con capuchón acrosomal normal {NAR), 

se mantienen mejor durante 7 dias en BTS, seguido por el Kíev, 

BL-t y Modena. 

Aalbers, et al. (2), compararon la fecundidad del semen de 

cerdo almacen~o~n BTS, Kiev y Modena a 18!2ºc utilizando d2 

sis con una concentración de Jx10 9 espermatozoides. Estas do

sis se aplicaron en varias granjas al tercer dla de la cole

cci6n y se encontraron porcentajes de pariciones que variaron 

de 59 a 100% con BTS; 47 a 87% con Riev; 51 a 73i con Zorles

co y 49 a 74% con Modena. También en otro experimento Aalhers, 

~.al· (1), evaluaron los dilµyentes BTS, Zorlesco y Modena 

en cuanto a su capacidad para 
1

mantener la fertilidad del se

men~ Se almacenó a 18° C durante 3 dias y encontraron que el 

BTS mantuvo mayor porcentaje de acrosomas normales, lo que 

estuvo estrechamente relacionado con el porcentaje de fertili 
dad. 

El propósito de este trabajo fué comparar la efectividad 

del BTS con la del diuyente denominado GEPZ, mediante la rea

lización de pruebas de laboratorio para evaluar la motilidad 

Y la morfologia de los espermatozoides almacenados durante 8 
dias (192 h). 
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MATERIAL Y METODOS 

A) LOCALIZACION Y CARACTERISTICAS DEL CENTRO DE IA. 

El trabajo se realiz6 en el laboratorio de inseminación 

artificial de la Granja Experimental Porcina ZapotitlAn, de

pendiente de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia 

de la UNAM. Ubicada en la calle Manuel M. L6pez S/N, dentro 

del petJ.metro del pueblo de Zapotitlan, a la altura del km 

21.5 de la carretera MéxicO-Tulyehualco, en la Delegación Tl~ 

huac, D.F. Geográficamente, su ubicación es en la Cuenca del 

Valle de México, a 19° 18' Latitud Norte y 99° 2' 3 1
' Longitud 

Oeste del Meridiano de Greenwich con una altura sobre el ni

vel del mar de 2 242 m y una presibn de 588 mmHg. Esta región 

se clasifica como templado con lluvias en verano (cw), segón 

Koeppen (20). 

El laboratorio de inseminación artificial cuenta con 14 

sementales, los cuales, se entrenan desde los seis y medio a 

siete meses de edad en un potro de monta. Estos sementales se 

alojan en corrales individuales y se les proporciona 2.5 kg 

de alimento balanceado al dia. Cada semental se colecta regu

larmente una vez por semana y se cuenta con registros de eva

luación individual para cada colección. 

B) ANIMALES EXPERIMENTALES. 

Las colecciones se realizaron de enero a octubre de 1988, 

utilizando 6 verracos del programa de IA de las razas york

shire, hampshire y landrace. De cada uno se obtuvieron 5 eya

culado a intervalos semanales. 

C) PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL. 
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Para realizar la colección del semen, se utilizó la t~cni 

ca de la mano enguantada ( 16). Antes de colectar el semen se 

exprimieron perfectamente bien las bolsas prepuciales para 

que fueran expulsados los detritus celulares y restos de ori

na que podrían dañar a los espermatozoides. Después se colec

tó el semen en un envase termico de plAstico al que se le a

dapt6 una bolsa de políetileno en su interior, y en la boca 

del mismo, un embudo con una gasa de algodón que servia como 

filtro para evitar que el semen se acompañara de la porcí6n 

gelatinosa. Inmediatamente después de la colecci6n, el termo 

fué tapado y llevado al laboratorio para su posterior evalua

ción~ 

Dentro de la evaluación se tomaron en cuenta los siguien
tes aspectos: 

1 ) MOTILIDAD. 

En el momemto que lle96 el semen al laboratorio, se eva

lu6 el porcentaje de motílidad progresiva de los espermato

zoides. Bsta prueba se realiz6 colocando sobre un portaobje
tos, una gota de semen, y sobre esta,· un cubreobjetos, y to

dos ellos sobre una termoplatina con una temperatura de 37º e 

para su posterior observación en el microscopio de campo cla
ro con el objetivo 10x (seco débil}. 

2) MORl'OLOGIA. 

Se tom6 una gota de semen y se realiz6 un frotis fijo con 

el colorante Eosina- Nigrosina ( 17), que cont~ene .-los siguie.!! 
tes elementos: 
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Citrato de sodio;; •••••• ; •••••••• · •• 2.90g 

Nigrosina •••• , •.• :,. .••.•••• •.• •••• : .1Óg 

Eosina ••.••••• : ••• : • .' ••• , •.•••••• ··' 1 • 67g 

ligua destilada •••••••••••••••.••••• c.b.p'•' 100 ml 

Posteriormente se observó en el microscopio de campo cla

ro, primero con el objetivo lOx (seco débil) Y. después con el 

objetivo 40x (seco fuerte) y se efectuó el conteo de 200 es

permatozoides para determinar el porcentaje de anormalidades. 

3) CONCENTRACION. 

~on la pipeta de Thoma se realizó una dilución de l:200 

con una solución de citrato de sodio al 2.5% adicionada de a

proximadamente 200 ppm de formalina. Esta solución se utilizó 

como solvente, y el semen, como salute. Para esto se tomó ha~ 

ta 0.5 de semen con la pipeta y posteriormente se tomó hasta 

101 de la solución de citrato de sodio, con la misma. Después 

se agitó la pipeta y se tiraron 3 a 4 gotas de la solución, 

la siguiente gota se coloc6 en cada cAmara del hematocit6me

tro (cAmara cuentagl6bulos) y se procedió al conteo de los e~ 

permatozoides con el objetivo 40x del microscopio. 

Se contaron los espermatozoides de 5 cuadros, los 4 de los 

extremos y el del centro. Al contar en cada cuadro se tomaron 

en cuenta los espermatozoides encontrados dentro y los que se 

encontraban tocando la linea superior y dereciict. Cuando ::e 

contó, se movió el tornillo micromCtrico del microscopio para 

observar las diferentes profundidades de la cámara. 
Para calcular la concentración espermática se aplicó la 

siguiente fórmula: 

Conc. esperm./ml No. de esperm. contados x 1000 
(1/5) (1/10) (1/200) 



1/5 corre:Sponde al uOmero de cuadros contados. 

1 /1 O corresponde a la profundidad de la cámara. 

1/200 corresponde al factor de diluci6n (36). 

4) DILUCION Y EVALUACION DE LAS MUESTRAS. 

Se elaboró una dilución isotérmica con cada Una ·ae ~·las 

muestras a una concentración de sx 1o 9 espermatozoide.S; ~~·:un 
voldmen total de 100 ml. Se emplearon los diluyentes:,aTs_ (6L 

y GEPZ. 

El BTS consta de los siguientes· componentes: 

Dextrosa ••••.•••••••••••••••• • 3 7g 

Citrato de sodio ••••••••• ,; •• ~6g 

Bicarbonato de sodio ••••• ··~ :.·L·~-59, 
EDTA ................... '.·'····J·25g 

Cloruro de potasio •••••••••••• 0.75g 

Gentamicina ••••. : •••••••• · •• · ••• l?mq 

Agua destilada ................ c.b.p. 1000 ml 

En cuanto al diluyente GEPZ, su patente está en trámite. 

De cada eyaculado obtenido se prepararon dos fracciones, 

una con BTS y la otra con GEPZ. Estas se mantuviPron ~n una 

caja de poliestireno a una temperatura de 15 a 10° c. 

Las dosis se envasaron en botellas de plástico de las que 

se tomaron muestras a las O, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 y 

192 h después de la dilución inicial para evaluar el porcent~ 

je de motilidad. En cada oca~ión, las dosis se mantuvieron d~ 

rante 5 minutos en baño maria a 39°c y posteriormente se ob

servaron al microscopio con la técnic1 ya descrita. 

Siguiendo el mismo procedimiento establecido para la moti 



lidad, a las O, 24, 48, 72, ·96, 120, 144, 168 y 192 h después 

de la dÜ~ci6~ inici~l, se tomaron 2 a 3··gótas d~ semen de ce 

.da . ri.·flo' :~a~·, l.~.~--.~i.~u~~.~·~e~· ~:.~e ._c~~-ocaFón É!n ~~ales q?e conte
tÍian s·c;1Üci6~ ·bufe rada d~ Ha_ncock ( 14) cuya f6rmula se en lis

ta ·acd~tÍÍtlua~Í.6n: 

••••• ; •• 6.19g 

Form-..:ldeh'.ido;.. • •••••• ;; ; ••• 1}5 ml 

·Na. Cl •••••••••••••••••••••• • ••• 5,41q'-· 

Agua destilada ••••••• , •••••••• c.b.p.- 1000 ml 

Posteriormente se llev6 a cabo la e\1aluaci6n del porcent,! 

je de espermatozoides con capuchón acrosomal normal (NAR), 

con acrosoma dañado (DAR), con acrosoma perdido (MAR) y acro

soma degenerado (LAC) (28,34). Para ello, se tom6 y coloc6 

una 9ota de soluciOn entre un porta y un cubreobjetos y se o~ 

servó con aceite de inmersión en el microscopio de contraste 

de fases con el objetivo pH 3. 

5) ANALISIS EXPERIMENTAL. 

En el semen sin diluir se empleó un análisís de varianza 

con un modelo qu~ incluyó semer:tal y colección. Fara el semen 

diluido se aplic6 un modelo cuyos factores fuervn: tipo de di 
luyente, tiempo, la interacción diluyente-tiempo, semental y 

n6mero de colecci6n. El efecto del tiempo se dividió en la 

tendencia lineal~ cuadrática y cóbica, además de la diferen
cia de pendientes para estas tendencias (21). 
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RESULTADOS 

Se encontr6 una diferencia significativa en el porcenta

je de motilidad con una distinta tendencia a lo largo del 

tiempo: el diluyente GEPZ conserv6 mejor el porcentaje de mo

tilidad en todos los tiempos de almacenaje después de la di

lución, apreciándose un descenso más rápido en la motilidad 

con el BTS conforme transcurrieron las horas (p<0.01), segón 

se muestra en la gráfica 1 {anexos). 

Además, el GEPZ mantuvo en promedio, mejores porcentajes 

de espermatozoides con NAR (p<0.01), gráfica 2 (anexos). 

En los espermatozoides_._con DAR, MAR Y LAC no hubo efecto 

significativo del diluyente (p)0.05), grAficas 3, 4 y (a~ 

xos). 

Se observó un efecto significativo del paso del tiempo 

con tendencia lineal en todas las variables analizadas 
(p<0.01), grAficas 1 a 5 (anexos). 

Las proporciones de espermatozoides con MAR y LAC mostr~ 

ron una tendencia cuadrAtica (p>0.05), grAficas 4 y 5 (ane
xos). 
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DISCUSION 

El criterio para evaluar la .~ap·acidad de co0servaci6n de 

un diluy~m~e se realiza <?ºº ·base en el porCeiltaje de motili.

dad i;rogresiva y acroson:.ias norm_ales. Estas· caracterlsticas 

Se v_en 'afectaaas- regula~mente .d_uran~e el procesamiento del 

___ semen y::_durante _el. alm~qenaje ( 2, 4, ·24 1 25·, 35 l. 

En _-algunos .trabajoS. ·se -han· compara9o diferentes tipos de 

diluyentes'~rnidiendo el porcentaje de motilidad y el porcent.!!_ 

de acrOsomas normales, encontrándOse que la preseiyaci6n de 

estas·caracteristicas depende del tipo de diluyente, del 

tiempo de conservací6n, de la temperatu~a de almacenaje y a 
veces, del récipiente que se utilic~ (18;26,31,32). 

En el presente trabajo al comparar los diluyentes BTS y 

GEPZ, los porcentajes de motilidad fueron favorables para es 
te 6ltimo a diferentes tiempos de almacen~je.Esto es debido 

a que tal diluyente re6nc mejores cualidades para la conser
vación de los espermatozoides. 

Pursel, (27), comparó los diluyentes BL-1, Kiev y Modena 

a 3 temperaturas diferentes (15, 19 y 23° C) almacenados d~ 
rante 7 dlas. Se encontr6 que el BTS mantuvo mejores porcen
tajes de motilióau a 23° e que a 15 y 19º C. 

Vengust, tl _tl. {35), evaluaron semen- de cerdo después 

de las siguientes etapas: dilución en TRIS, equilibraci6n y 

72 h de almacenaje y encontraron los siguientes porcentajes 

de motilidad: 75, 73 y 54 respectivamente. 

Par otro lado, los espermatozoides con acrosoma normal 

{NARl, también tuvieron undecrementa más notorio con el di

luyente BTS que con el diluyente GEPZ, lo cual indica, que 

este ñltimo, debido a sus cualidades de preservaci6n, logra 

mantener en mejores condiciones la integridad de los esper-
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matozoides. 

Pursel,.: C2i) ;· evalu6 loS porcentajes de NAR con los dilu 

yentes BTS, .. Kiev, .BL-1 y Modena durante 7 dias a 15, 19 y 
23º<c\,~. epCOOt.r'i1.ron q~e los porcentajes de espermatozoides 

co-~·.·.~c-~~~Ó~~ ribrmal fueron similares para BTS¡· Kiev y signi

fic:=.a'ti~amente _bajos para BL-1 y Modena. 

Ve~gust, et al. ( 35), evaluaron semen fresco y después 

d~-:-i.as .Siguientes etapas: dilución en TRIS, equilibraci60 y 

72 horas de almacenaje a temperatura ambiente y encontraron 

los siguientes porcentaJes de t;M?. cerno siguen respectivamen

te: 87, 82, 74 y 62, observando asl que el porcentaje de 

espermatozoides con NAR disminuyó gradualmente conforme al 

manejo y al tiempo de almacenaje. 

En este trabajo no hubo diferencia significativa en el 

porcentaje de espermatozoides dañados estre ambos diluyentes. 

Sin embar90, se notó que conforme transcurri6 el tiempo de 

almacenaje, aumento el porcentaje de espermatozoides con 

acrosoma dañado. 

Aalbers, et al.(1), evaluaron semen diluido en BTS, Kiev, 

Zorlesco y Moden;-a 18° C y almacenado hasta 3 di as. Encon

traron que el porcenlc:t jo;; de ~spPrmatozoides con daño acroso

mal íué menor en BTS, lo que estuvo estreC:hamént~ relacio

nado con el porcentaje de concepción del mismo. 

Slaweta, et al. { 30) , evaluaron semen de cerdo a 3 di·· 

ferentes periodos de almacenaje a t5 a 1s0 e (0-12, 25-36 y 

48-62 h) encontrando los siguientes porcentajes de acrosomas 

dafiados: 13.36, 20.62 y 29.79 respectivamente en cada perio

do. 

Cons.iderando que la motilidad y la morfologia acrosomal 

están estrechamente relacionadas con los espermatozoides no~ 
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males, se encontr6 que ambas caracteristicas se mantuvieron 
mejor con el diluyente GEPZ. 

Se concluye que el diluyente GEPZ resulta mejor que el 
BTS para preservar el semen de cerdo diluido hasta por 8 
dias (192 h), ya que logra mantener en condiciones 6ptímas 

las caracteristicas de éste. 
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Gráfica t. Porcentajes de motilidad durante el almacenaje. 
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···Horas después de la diluci6n del semen 

Gr!fica 2. Porcentajes de espermatozoides con acrosoma normal (NAR) durante 

el almacenaje. 
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Gr~fica 3. Porcentajes de espermatozoides con acrosoma daftado (DAR) durarite 

el almacenaje. 
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Gráfica 4. Porcentajes de espermatozoides con acrosoma perdido (MAR} du-_ 

rante el almacenaje. 
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GrAfica S. Porcentaje de espermatozoides con acrosoma degenerado (DAR} ~u

rante el almacenaje. 
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