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FALCON ZAVALA JUAN CARLOS. "Bvaluacidn de la motilidad y dafio
acrosoral de espermatozoides de cerdo diluidos en BTS utilizan
do gentamioina y neomicina como antibiéticos, almacanado duran
te tres dfas” (Bajo la direccidn de los MVZ. Alejandro Toledo
fatalan, Alejandro Yendoza Arias, %a. Elena Trujillo Orteza y
Javier de Jesfis Valencia Méndez).

Se avalud la motilidad progresiva y la norfologfa acrosomal en
espermatozoides de cerdo almacenaios en la Solucién \Descongelaﬂ
te de Baltsville (BTS) con neomnicina y gentamicina como antibig
ticos, durante ires dfas. Se utilizaron diez sementales; tres
Yorkshire, tres Durcc, dos Landrace, un Hampshire y un Hampshi-
re-Duroc. Se prepararon muesiras con el eraculado completo, co-
lestando tres vaces a cada uno de los verracos con una diferen—
cia de tres dfas entre cada coleccién. Una fraccidén de czda mueg
tra se diluyé en el diluente BTS con neomicina, otra con genta-
misina y una tercera sin antibiético, todas contenfan una con~—
centracidén de 4 X 109 espermatozoides en 3D ml. de BTS. 31 semen
diluido se almacend entre 15 y 1803, la motilidad y la morfolo-
gia acrosomal se avalueron a las 0, 24, 43 y 72 hrs. En las prue
bas de "t" realizades, la motilidad y normalidad acrosomal (¥AR)
variaron asignificativamentes (P0.05) con el tiempo de almacenaje,
pero no se presento diferencia significeativa (P>0.05) entire tra
tamientos al analizar la motilidad srogresiva, pero Si se encuen
tra diferencia significativa (P<J.05) en lo que respecta a NAR,
observando una mejor conservacién en el semen diluido con neomi
cina hasta por 48 hrs. Se concluye Jue aunjgue el semen de cerdo
diluido’ en BTS con neomicina se conserva por maysr tiempo en
cuanto a la ¥AE, ninguno de los iratanientos conserv§ el semen
en condiclones de sar emnpleado en la insenjnucidén artificial més
alld de las 24 hrs. a causa de la baja en la motilidad progzresi

va a las 48 hrs.
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INTRODUCCTON

La reproduczidn y el crecimiento constituyan los dos factores
biolégices fundamentales de la produccién animal. 4 los proce—-—
gos reproductivos y a sus resultados les corresponde la mdaxima
importancia zootéonica y econdmica, por ser la base de la orfa
como de la produccidn (4). Por ello se hace a&s necesaria la ~
bdsqueda de nuevas técaicas para que los siastemas de explotacidn
de les animales domdsticos sean lo més eflicientes pos..lbles (22).

El manejo reproductive del varraco, dentro de las emnpresas
porocfcolas es de suma importanczia, ya que los progresos gensti

Son el

cos que se tenzan se deben en gran sarias al seaentsz
ugo de la inseminacidn artificial (T.A.) la eficiencia reproduc
da verra-

tiva de 193 cerdos se ve anplianente Tavorezila; de oz

s e hem~—

[

co se obtie‘ne soeman suficiente para servir csantenar
bras (9,10,42).

En “éxico la T.A. en el cerio no ha alcanczado la 3ifusién que
merace y no existe razén gue impida el utilizarse como procedi-—
miento prdctico y eficiente (10). Sor tal motivo se nan desarrg
llado pruebas que parmiten valorar la calidad y fertilidad del
semen con objeto de preservarlo sin reducir su fertilidad (13,
43).

Dentro de la produccidén porcina, la T.A. juega ua pagzel muy
importante como factor 2Zootdcnico y de organizasién zara lograr
una produccién m&s intensiva. La implementacidn de su uso ha
permitido congseguir ventajas en el control reproductivo y esta

blecer programas de mejoramiento genstico (4,11,13,£3).



Sin embargo, la T.A, tambidn tiene desventajas; una de ellas
es que su ejecucidn reguiere de personal capacitado y material
adecuado; por otro lado, estd el rdpido daterioro de los eaper
matozoides en diluentes para marn:en.ar su fertilidad en estado
1fquido, las alteraciones occurren en la motilidad y morfologfa
acrosomal de los espermatozoides y se inorementan con el tiem—
po de almacenaje dabido en gran parte a la contaminacidn bacte
riana (4,12,13,42); ademds, por medio del semen existe la posi
bilidad de transmitir enfermedades a las cerdas inseminadas y
consecuentemente a la granja (4,12,13), de ajui le necesidad de
emplear un antibistico eficaz en el semen 2iluido.

La obtencién de buenos resultados en la I.dA. en cerdos depen
de del nivel de desarrollo de las técnioas de procesamiento,
congervacién y aplicacién del semen, las cuales han tenido gran
des avances en las Gltimas decadas. El semen de cerdo puede pre
servarze de dos maneras:; en estade 1{yuido o en congelacién (4,
42). Paro el nlto costo del material usado para la congelacién
¥y descongelacién del semen, lo laborioso del método y a los ba
jos porcentajes de sobrevivancia espermitica despuds del congg
lamiento, ha causado que el método de preservar y utilizar se~
men congelado s8lo se realice para semen de verracos de gran
valor genstico. El uso del semen lfquido ha sido mds amplio gra
cias & que su implementacién es mis econdmica (4,25,26).

Desde la dscada de los sesentas s2 han desarrollado diluentes
efactivos para preservar la capacidad fertilizante del esperma-

tozoide (9,11,17,18), Pero, muy pocos de estos diluentes tienen



la capacidad de almacenar el semen mds alli del tercer dfa de
su coleccidn 8in que Se raegistre una cafda abrupta en los por—
centajes de viabilidad y fertilidad (11,17,24,25), &ste es uno
de los principales problemas jue limitan el desarrollo de la T.
A. (24).

Experimentos comparativos a2 nivel de cr;mpo han situado a la
Solucién Descongelante de Beltsville (3TS) como el mejoer praser
vador de la integrided y funcionalidad del espermatozoide de
cerdo para I.A. (1,2,23).

La contaminacidén bacteriana del semen, conatituye un riesgo
tante pera el almacenamiento del semen, como para la salud re—
productiva de la cerda (9,12,24). La disposicién anatémica del
divsrtfm.uo prepucial del cerdo favoraece yue durante la monta
se produzca la contaminacidn del semen. Adem&s, la préstica en
la I.A., consiste en la conservacién del semen a temperatura an
biente (IBOG: z°c), que posibilita el crecimiento bacteriane
(12,43).

La opoién m4&s idénea para el control bacteriano en el seman
diluido de cerdo es la adicién de antibiSticos en el diluente
(9,24). Asf mismo, es bien sabido que muchas bacterias han lle
gado a adquirir resistencia hacia varios tipos de agentes anti
bacterianos. Por lo tanto, es necesario poner atencidn conti——
nuamente a este problama y utilizar antibiéticos apropiados con
los que se logra una reduccidn en la cuenta dacteriana en el sg
men almacenado sin provocar un efecto adverso an los espermato-—

zoides (22, 37,41).



Eatudios de la flora microbiana en el semen de verraco y la
sugceptibilidad a drogas, indican que las bacterias aisladas
fueron suscedtibles en mayor porcentaje a la gentanicina, se-~
guido por la neomicina, kanamicina (40,45), eritromicina, po-~
limixina B y tilecina; y en menor grade a la bacitracina, clo
ranfenjool, clortetraciclina, dihidroestraptomicina, novobjo-
cina, oxitetraciclina, penicilina, sulfeldiazina, sulfisomidina,
sulfisoxezole, snlfa triple, nitrofuranos, tetraciclina y vio-
micina {45).

Waltz et al.(45), determinaron yue los porcentajes de motili
dad fueron mayores despuds del almazanaje en presencia de neo-
micina, polimixina-3 y penicilina.

Zomo es inavitable el dafic que sufren algunss espermatozoiides
durante su almacenaje y dada la importancia de su integridad y
fisiologf{a al momento de inseminar, se considera necesario que
para evaluar el seuen, no s6lo B2 evalué por el método de mati
lidad sino también se evalué datermitendo el porsentaje de es-
permatozoides con acrosoma normal (‘lnF) pues junto con ésto,
serfa un mejor criterio para valorar la calidad del semen (8,
29,30, 36). Al obtensr los resultades de motilidad y NAR a di-
ferentes periddos de almacenaje se puede inferir cual es el tiem
po méximo para poder utilizarlo en la T.A, sin tener une dismi-

nucidn significativa en su capacidad fertilizants (4,26).
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~Colecoidn de Semen.

Se han descrito diversos métodos para la coleccién del semen
de verraco, loa cuales involucran la estimulacién diiecta de la
musculatura del aparato genital del macho o simulan la influen-
cia de la vagina sobre el pene, estos mStodos son: la vagina ar
tificial, la técnica de la mano enguantada y la electroeyacula~
cién (15,36).

Vegina Artificial. Varios autorss han utilizado el método de
vagina artificial para la coleccién de semen de verraco (14,16,
20). Este método es el que mds se Darsce a las condiciones natu
rales, con el se pretende simular la temperatura, presidn, lu——
bricacién y posicidn de la vagina de la hembra, con el objetive
de obtener del macho los mejores resultades (13,15, 36,38).

El uso de la vagina artificial esta muy extendido en bovino y
equino, sin embargo en el caso del cerdo es solamente usado en
la Reydblica Damoordtica de Alemania (21).

Técnica de la Mano Enguantada. Z5 el método mds generalizado
para la coleccién del semen de verraco en la mayorfa de los pais
es (3,6,15,17) debido a que es relativamente fdcil, prdctico y
barato (16).

Bdsicamente con esta tdcnica y utilizando la mano se simula
la presién que producen los anillos cervigales sobre la porcidn
espiral del pene 1o que estimula el reflejo de eyaculacidn al

verraco (6,23).
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En estas dos téoniocas para la coleccidn del semen de verraco
go utiliza una hembra en calor o lo que es m4s comdn un maniquf
para que sea montado en el proceso de coleccién. Los verracos
tienen muy pooa diﬂ..oultad para acostumbrarse al maniquf y su
entrenamiento suele ser rdpido (14).

Blectroeyaculacién. Para el uso de este método se requiere de
sedacién o anemtesia general (16). Una sonda bipolar se introdu
oe dentro del recto, la cual produce pulmaciones de bajo volta-
je que estimulan la musculatura del aparato genital dando lugar
a la eyaculacién (15,35). La electroeyaculacién se racomienda
para cerdos que tienen libido reducida o bien con problemas de
locomocién (13,35).

=Caracterfsticas del Eyaculado.

El eyaculado estd formado por una poroidén ligquida y una B61i-
da o gelatinosa, eate gel no es importante y puede ser elimina-
do filtrando el eyaculado a través de una gasa que cubra el re-
cipiente de coleccién (6,16).

Se emite primero una fraccidn clara preespermdtica usualmente
de 5 a 15 ml, seguida por cantidades varjables de la porcién -]
latinosa (16,20), la siguiente fraccidn es una porcién lfguida
de color cremoso, gue se conoce como fraccién rica, y varfa en
voltmen de 50 a 120 ml (20). Se ha observado que durante la co-
leccidén del semen la porcién rica en espermatozoides es emitida
en varias fracciones durante la eyaculacién (6). Después de és~

ta, o8 emitida una fraccién clara pobre en espermatozoides (20).



Generalmente durante el eyaculado se emiten de 150} 500 ml
de semen con un contenido de 250 a 350 X 106 espermatozoides
por mi (15,35).

Aunque es comfin el uso de la fraccién rica de espermatozoi-
das de) eyaculado, en recientes investigaciones, se ha encon-
4rado que el semen obtenido durante el eyaculado de la frac—
cién rica, contenfa espermatozoides con mayor incidsncia de
Bota citoplasmitica en la porcidn distal que el eyacilado com
pleto, por lo que se sugiere que para la inseminacidn deberia
utilizarae el eyaculado completo (6).

~Frecuencia de 1a Coleccidén de Semen.

La pubertad del semental porcino se presenta, por término mé—
dio, ocuando cuenta con. cinco o seis meses de edad. A medida que
la edad del cerdo aumenta, Be eleva el nfimero total de esparma-
tozoides en el eyaculado. De tal manera que desde los ocho meses
de edad los verracos jévenes pueden ser colactados ana .o dos vg
ces por semana, aunque Bin sobrepasar el m&ximo de seis eyacula
dos mensuales {21). Los verracos de mis de un afio de edad se
pueden incluir en el ritmo normal de obtencién de semen, es de-
oir, de dos a tres eyacnlados por semana y un méximo de ocho a
nueve por mes (13,15,20,35).

Las eyac'u.lacinnes repetidas de un grupo de verracos, de méds
de un afio de edad, a intervalos de cuatro, dos y un dfa produje
ron cantidades totales de 54.9 X 107, 39.5 x 107 y 23.7 x 107
espermatozoides por eyaculado respectivamente. Esto sugiere la

posibilidad de colectar el semen de los verraces djariamente
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con resultados satisfactorios (38). Sin embargo, Pillo (35) men
ciona que las colecciones deben ajustarse a intervalos de tres
a ocho dfas., Jones (20) recomienda obtener tres eyaculados por
Semana para cerdos adultos.

Al aumentar la frecuen.cia en la obtencién de semen de un eya-
culado cada doa semanas a dos eyaculados por dfa disminuyeron
los valores referentes a voldmen, concentracién total por eyacu
lado, y sa elevé la incidencia de gota cltnplaamﬁtiu; distal y
formas anormales en la regién de la cola (6).

-Bvaluacién del Semen.

Un método exacto para estimar la capacidad fertilizante del
samen serfa una herramienta extremadamente fitil para todos los
interesados en la reproduccién animal. Aunque el desarrollo de
tal método haya sido durante mucho tiempo una meta, intentos pa
sados para seleccionar el macho mds fértil dentro de un grupo
han sido desilusjonantes. Este problema se hace mds aparente

cuando conzideramos que la fertilidad del espermatozoide es una

funcién bioldégica muy compleja (6).

Aungue todavia no se dispone de ningfin método o procedimiento
que parmita determinar por medicidén directa el poder fecundante
del semen de verraco, Se conocen, no obstante algufias de las ca
racter{sticas que debe exhibir el semen de buena calidad, las
que e determinan mediante pruebas {n vitro (21,36).

Bl principal objetivo de los métodos jn vitro para medir el
potencial de la capacidad fertilizante, es determinar cuales o

cuantas células son funcionalmente competentes para llevar a
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afecto el procesc de fertilizacién (6). Los oriterios mds comun
mente usados en la ocalificacién del semen son: El nfimero total
de espermatozoides en el eyaculado (es de 30 & 60 X 109), el vo
lémen (el cual varia de 100 a 500 ml), la motilidad progresiva
(que sea mayor al 70%), las anormalidades primarias (menores de
el 10%) y las anormalidades secundarias (menores al 15%) (21,35,
38).

Motilidad Progresiva. La evaluacidn de la motilidaé\ es uno de
los criterios mds usados para determinar la calidad dei. semen de
verraco antes de ser sometido al proceso de dilucién, y despuds
de diluido (13,36).

La evaluacién de la motilidad debe hacerse inmediatamente desg
pués de colectado el semen, la mueatra se debe colocar en una
}guinilla tibia, limpia y seca, y obaervarse a bajo aumento (10
x). (15,16,37). Los métodos para medir la motilidad van desde el
método anterior, que es muy subjetivo, hasta métodos tan sofis—
ticados como el analisis de la motilidad por medio de la cinema
tograffa, estoa métodos atn usando cpmpntadoras para su andlie-
sis no demostraron ventajas sobre la evaluacién menos costosa
con el mioroscopio. De la misma manera se ha observado que la
motilidad y la fertilidad aunque tienen una correlacién positi-
va, eas baja (6,13).

Morfologfa del Espermatozoide. En muchos de los trabajos old-
sicos sobre la morfologfa del espermatozoide se demostrd que la
infertilidad en el macho puede estar asociada a algunos cambios

morfolégicos en la poblacién espermdtica (6). Esto coincide con
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trabajos mé&s recientes en 103 que se afirma que cerdos con una
produccidén de espermatozoides cuya forma se desv{a de lo normal
han sido totalmente estériles o por lo menos subfértiles (2,36).

Los defectos del espermatozoide se han dividido en dos grupos:
1) Anormalidades primarias: Son aquellas que se desarrollan du~
rante la espermatogénesis y son causadas por procesos patolégi-
cos en el epitelio germinal y 2) Anormalidades secundarias; Son
las desviaciones Jque probablemgnte se originan despu8s de (ue
las oélulas espermdticas abandonan al testfculo (13,38).

El acrosoma S 1a porcidén del espermatozoide que se encuentra
moldeada sobre el nicleo y cubierto por la menbrana acrosomal,
rodeada a su vez por la membrana espermitica. Un espermatozoide
con acrosoma intacto no puede penetrar un évulo por lo que no
puede liberar su contenido, esta reaccidén debe ocurrir en pre-—
sencia del évulo ya que de otra manera pierds su capacidad fer
tiljzante es por esto que la integridad del acrosoma es una bue
na medida de la capacidad fertilizante del esperma {6,38).

Durante los afios reoientes el examen morfolégico del acrosoma
espermdtico con el microscopio de contraste de fases ha sido un
valioso criterioc para la avaluacién de los espermatozoides (13,
31, 36).

pursel et al. (30), categorizan en oinco grupos la morfologia
del espermatozoide de acuerdo a la integridad del acrosoma: A)
NAR 8i la capa acrosomal se adhiere suavemente al nficleo y po-

see un borde apical liso, B) NAR' espermetozoides similares a
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los NAR excepto por la adherencia de pequefias partfculas a la
oapa acrosomal y capa postnuslear, ) DAR espermatozoides que
fueron jdentificados por una diseminacién del limite posterjior
del anillo apical formando un anillo apical de forma irregular,
D) MAR espermatozoides carentes de anillo apical, pero la capa
acrosomal anterior permanece estrechamente adherida a la cabeza
del espermatozoide, E) LAC espermatozoides caracterizados por
}a vesiculacidn de la capa acrosomal anterior.

La motilidad y la morfologfa acrosémica guardan una relacién
jinseparable (6), Pursel et al. (29}, estudiando la motilidad a
gran aumento vieron que los espermatozoides clasificados como
DAR Ay MAK frecuentemente son méviles pere los LAC no lo son y
los NAR se encuentran méviles o inméviles.

Rillo st al. (34). encontraron que siguiendo un método que in
cluye la reduccién de la presién osmétioa, el efecto del plasma
seminai, de 1a cafeina y el calor, mds del 50% de lasb células
con acrosomas normeles o dafiados son capaces de recuperar la mo
tilidad, incluso los que al miocroscopio de contraste de fases
se consideran perdides, esto aporta une evidencia m4s de que la
motilidad no puede ser un criterio adecuado para la evaluacién
del semen.

~Ntmero de Espermatozoides por Dosis.

Durante, el desarrollo de técnicas prédcticas para la I.A. en
el cerdo, se hicierén numerosoa ensayos para determinar la con
centracién y el voldmen 6ptimos para alcanzar una buena fertili
dad y obtener un nfimero considerable de dosis sin afectar la

fertilidad (6).



—-13 -

Baker ot al. (5), encontraron que si usaban diferentes concen
traciones de espermatozoides en un volémen de 20 ml de diluente,
ni siquiera la concentracién mds alta (10 X 109) de espermato—~—
?aidaa usada, era capaz de alcanzar los oviductos o fecundar
los dévulos. En el mismo trabajo, cerdas primerizas inseminadas
con 100 ml de semen dilufdo tuvierdén una alza significativa en
la proporcién de huevos fertilizados y m#s espermatozoides al-
canzarén la zona peldcida, que en aqusllas inse’ninadés con 200
ml de semen. La inseminacién con dos dosias de 5 X 109 o 1l0 X 1()9
esparmatozoides results en un significativo nfimero de esperma——
tozoides en el oviducto y en mayor ndmero de huevos fertiliza—-
dos, que usando una dosis de 1 X 109 espermatozoides. Esté su—
giex_'a que para inseminar una cerda el volfimen debe ser.mayor de
20 ml y cercano & los 100 ml y el nfimero de esparmatozoides cer
cano a § X 109.

En general hasta ahora el volfimen y la concentracién usados
en la Y.A. porcina ha variado de 2 X 107 hasta 5.5 X 109 (6).

-Diiusntes para Semen Preservado en Estarde Liquido.

Con el proposito de prolongar la vida fértil de los espermatg
zoides m&s alld del dia de su coleccién, se han elaborado varios
tipos de diluentes, los cunle; difieren entre si por el tilpo de
ingredientes que contienen y la concentracién a la que se en——
cuentran (17,18,25). Algunos muy utilizados, con semen preserva
do en estado 1fquido actualmente se incluyen el Kiev, la Solu~-
cién Descongelante de Beltsville (BTS), Zorlesco, Modena, Belts

ville liquid-1 (BL-1), Tllinois Variable Temperature (IVT), scx7.



-14 -

(IV? modificado) y Kharkov (Trillan B) y MR<A (9,11,17,18). To-
dos ellos requieren al ser diluidos con el semen, mantenerse a
una temperaturh de almacenaje de 18°%¢ * 2%¢. pero muy pocos de
estos diluentes tienen la capacidad de almacenar el semen més
alld del tercer dfa de au coleccidn sin que se registre una magy
cada cafda en 1los porcentajes de viabilidad y fertilidad (17,24,
25,42), éste es uno de los grandes problemas que limitan el de-
sarrolio de la I.A. (24).

Se han realizado esfuerzos para encontrar el diluente que asg
gure una larga preservacidén del semen, tal es el caso del semen
almacenado en el diluente IVT saturado con C02 almacenado duran
te 5 dfas a una temperatura de 15°C con el cual se han obtenido
niveles aceptables de concepcifén y tamafio de la camada (25).

Aalbers gt al. (1), compararon la fecundidad del seman de cer,
do diluido y almacenado en BI'S, Kiev, Zorlesco y lodena a 18°%¢
* 2°C utilizando dosis con una concentracién de 3 X 10% esparma
tozoides aplicados en diferentes granjas al tercer dia de su co
leccién, encontraron porcentajes de pariciones que varfan de 59
a 100% para BTS; 47 a 87% para Kiev; 50 a 73% en Zorlesco y 49
a T4% en Modena.

Algunas pruebas de ocampo realizadas en Holanda para comparar
la fertilidad en cerdas primerizas y adultas bajo condiciones
prdcticas de manejo, utjlizando BTS, Kiev, Zorlesco y Modena co
mo diluentes para el semen. Sa inaeminaron mds de 60,000 cerdas,
observando que el BTS fué ligeramente superior que el Kiev (74.8%

contra 71.4%) ¥ significativamente superior a Zorlesco y Modena
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(65.2% y 58.1% respactivaments). Las conclusiones dan reosultam—
dos de fertilidad mids satisfactorios para la I.A. con semen pre
servado en BTS durante dos dfas (13).

Por otra parte, Pursel (28), al comparar los diluentes BL-1,
BTS, Kiev y Yodena a tres temperaturas diferentes (15,19 y 23°c)
¥ a siete dias de almacenaje en dos diferentes tipos de tubo
conteniendo 70 ml cada uno con una concentracidn de 40 X 106 es
permatozoides por ml, encontrs§ que el porcentaje de motilidad
en semen almacenado en BTS fué superior al almacenado en los o=
tros-diluentes. Bl porcentaje de espermatozoides con acrosoma
normal (¥AR) fué similar en BTS ¥ Kiev y significativamente in-
ferior en Bl~l y odena.

Aalbers et al. (2), utilizaron en un exgerimnento Semen dilui-
do en 37S y almacenado de 16 a 18°C por perfodos de 2 a 10, 20
a 28, 26 a 34 y 44 a 52 horas, observaron que el porcentaje de
espermatozoides con acrosoma noermal disminufa significativamen-
te con el tiempo. Ademds seliala que el porcentaje de pariciones
fué significativamente superior en el semen almacenado de 20 a
23 horas que el almacenado de 44 a 52 horas (82.9 contra 78.5%).

El espermatozoide de cerdo es muy sensible al cambio de tempe
ratura, ya sea, disminucién o aumento, la primera es mas dafiino
sobre la morfologfa del espermatozoide que la segundc. Esto exi
ge que el semen después de diluido se mantanga a un rango de
temperatura de almacenaja antre 15 y 18°c que @8 el ideal. Man-—
tener este rango es diffcil si el semen se transporta a otros

lugares para su utilizacidn (4).
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~Contaminacién Bacteriana del Semen.

El conocimiento de la flora habitual del saco prepucial de loas
cerdos. es conveniente s consideraméds la gran difusién que estd
tomando 1a I.A. en esta especie; la disposiocién anatéSmioca del di
vertioculo prepucial favorece que durante la monta S8e produzca la
contaminacién del semen. Por otra parte la prdctica en la I.A.
consiste an conservar el semen a temperatura ambiente, que posi
bilita el crecimiento bacteriano (12,43).

La mayoria de las bacterias habjituales del divertfculo prepu~~
elal se encuentran libres en el contenido liquido y en la super—
ficie de la mucosa, algunas como las leptoapirzs, estan dentro
de la mucosa. Bn algunas granjas donde la metritis postpartum
ocurrfa en forma epizodtica, los verracos estaban infectados con:

Zorynebacterium sp., Staphylococsus sp., Streptococcus sp., “,schs

richia colj, Pseudgmonas sp. Los resultados obtenidos en este tra
bajo indican que la flora bacterjana del divertfculo prepucial en
100 verracos utilizados en forma intensiva en granjas de la peri-
feria del D.F., Estado de México, Queretaro y Morelos estaba cong
tituida por bacterias pertenscientes a once géneros: Escherichija

coli, Staphylocooous sp., Streptococcus sp., forynebacterium, sp.
Proteus sp., Pseudomonas sp., Klebsiella 8p., Aerobagter sp., Gaff
kva sp., Nooardis sp. y Bacillus sp. Por lo tanto el estudio de

la flora bacteriana del divertfoulo prepucial ofrece grandes ven-

tajas en la profilaxis de enfermedades infecciosas que pueden ser

diseminadas rdpidaments mediante el uso de la T.A. (12).
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~Antibiéticos Empleados en el Semen. .

Salisbury et al. (8), detorminaron que los agentes antibacte-
rianos son espaecialmente fitiles para controlar los microorganis
mos presentes en el semen diluido almacenado a temperaturas més
elevadas de 15 a 18°c, descubrieron que la adicién de sulfas,
penicilina, estreptomiocina o algunos otros antibidticos elavaba
la fertilidad obtenida con semen almacenado a temperatura ambien
te y siempre tenfa una fuerte tnteraccién con el animal.

Huchas bacterias han resultado ser resistentes a varios tipos
de agentes antimiocrobianos. En el campo de la I.A. con semen en
estado l{quido es necesario poner atencién a este problema, Pa—
ra inhibir el crecimiento de microorganismos en el semen, se ha
utiljzado peniciline, estreptomisina, polimixina-3 u otras com-
binaciones de :antibidticos que oubren un amplio espectro bacte-
riano (3).

Waltz et al. (45), desarrollaron estudios Hacterioldgicos de
semen .de verraco, donde los objetivos fueron: Caracterizar los
tigos, determinar el nfmero de bacterias en el semen bajo condi
ciones de campo, y evaluzr el efecto de los agentes antibacte—
rianos en el crecimiento bacteriano y la motilidad espermdtica
durante el almacenamiento. Un total de 70 muestras de semen se
obtuvieron de 13 cerdos, resultando que las colonias bacteria-
nas observadas por mililitro de semen veriaron desde O hasta
3800 por muestra individual, los mioroorganiasmos aislades fue—
ron representantes de ocho géneros; Escherichia coli, Aerobac—

ter ap., Proteus sp., Corynsbacterium sp., Pgeudomonas sp.- Sta
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—-phylocogous sp., y Bordetella sp. Entre los 16 diferentes anty
bacterianos probados los mis efectivom en al control bacteriano
cuando e evalud Semen almacenado a 16°C fueron neomicina, poli
mixina-B, eritromioina, tilocina y sulfadiazina, as{ como viomi
cina el menos efectivo, Los niveles de motilidad fueron mayores
después del Bl'macann:]u en presencia de neomicina, polimixina-3
¥ sulfadiazina.

Lingam y Campbell (22), compararon la sensiblidad para la pe-
nicilina, eatreptomioina, cloromicetina, terramicina, neomicina,
aureomicina, bacitracina, eritromicina y tetraciclina para el
espectro completo de microorganismos encontirados en el semen de
dos cerdos. Las bacterias fueron resistentes a penicilina y ba-
citracina, pero sensibles a los otros antibiéticos estudiados.

Rahman et al. (33), aislaron Staphylocogcus aureus, Staphylo-
cocgcus epjdermidis, Escherjohia coli, Proteus sp., Klebgjella

aerogenes, Straeptogoccus sp., Pseudomona asruginosa y Bacf{llus

8p., demostrands que la gentamicina con la neomicina y kanamici

na fusron efectivos mtentras que la penicilina y estreptomicina
fueron los de menor efectividad. ’

Estudioa de ;l.a flora microbiana del semen de verraco y la sug
eeptiblidnd. a drogas indicaron que las bacterias aisladas co-
munmente fueron Esgherjchia coli, Paeudomona aeruginesa, Baci-
1l1§s sp., donde el 100% de las bacterias fueron susceptibles a
la gentamjcina y el 80 al 90% a la neomiocina y a la kanamicina.
La penicilina y la esireptomicina son utilizados en 108 diluen-

ten, encontrandose que el B80% de las bacterias eran resistentes
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a estos. Adem4s, Se observé que las bacterias incrementaron su
resistencia a la tetraciolina, nitrofuranos y ampiocilina (40).
Por lo anterior, la adiocién controlada de antibidticos especf
ficos de amplio espectro, promoveria la supervivencia esparmati
ca durante perfodos de almacenamianto mds prolongados, obtenien

do el méximo de fertilidad (37,43).

HIPOTASIS.

La utilizacién de neomicina a la concentracién de 0.05 g/lt.
on los diluentes de semen de verraco almacenado de 15 a 15°c,
proporoiona una mejor calidad y fertilidad del senen que la gen

tamicina a la concentracién de 0.032 g/lt.

OBJETIVO.

¥l objative del presante trabajo fué comparar el porcentaje
de motilidad y dafio acrosomal en el semen de cerdo diluido en
BTS, utilizando neomicina contra semen diluido con gentamicina

y almacenados durante tres dias.
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MATERIAL Y METODOS

A. LOCALTIZACION.

El muestreo del presente trabajo se realizé en la Granja Expe
rimental Porcina Zapotitldn (G-E-P.Z.) de la Facultad de Wedici
na Veterinaria y Zootecnia (F.M.V.Z.) de la Universidad Nacio——
nal Autdénoma de México (U.N.A.M.), que se encuentra ubicada en
la parte Sureste de la Cuenca del Valle de México, a la altura
del kilometro 21.5 de la carretera México-Tulyehualco en la ca-
lle Manuel d. Lépez S./N. dentro del perfmetro del pueblo de Za
potitlan, delegacién Tl&huac, D.F,, geogrificamente se localiza
a los l9°18' de latitud Yorte y a 9902'30" de longitud Oeste
del Meridiano de Greenwich a una altura sobre el nivel del mar
de 2,242 m. y con una presién de 533 mm. de Hg, Segfin la clasi-
ficacién de climas de Xtspen, esta regidn pertenece al tipo (3H),
templado con lluvias en verano (43).

La svaluacién de la morfologfe acrosomal sa realizé en el la-
b(;ratotio de Endocrinologia del Departamento de Feproduccién e
Inseminacién Artificial de la F.M.V.Z. (U.N.A.M.), ubicado en
Ciudad Universitaria, México, D.F.

B. ANIMALES EXPERIMENTALES.

Se utilizaron diez sementalas: Tres Duroc, tres Yorkshire,
dos Landrace, un Hampshire y un hibride (Hampshire-Duroc), de
di ferentes edades que pertenecen al programa de T,A, de la G.Z.
P.2.

C. DILUENTE.

Se prepard la Solucién Descongelante de Beltsville (BTS) ea
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agua desionizada (42) con y sinlantlbiéti.aos, utilizando 0.5 &
de neomiocina y 0,032 g de gentamicina por litro.

D. GRUPOS EXPERIMINTALES.

Cada semental fué coleotado tres veces a intervalos de tres
dfas entre cada coleccién., Se colectaron tres eyaculados (duran
te 10 semanas en los meses de Septiembre a Noviembre), haciendo
un total de treinta eyaculados, Cada eyaculado se diluyé por se
parado en el BYS .can neomicina, gentamicina y sin an::j.bidtico.

E. PROCEDI'IZNTO EXPELIMENTAL.

Se obtuvé el semen en el corral de coleccién, utilizando el
potro de monta, siguiendo el método de la mano enguantada des—
crito por Melrose (23).

Se procedio a evaluar el semen, como se describe a continua-
cién:

— Hotilidad.

Primeramente con una pipeta Pastaur se cogid una gota de se-—
men y B8e colocS entre una termoplatina y un cubreobjetos, con
una temperatura entre 35 y 37°c. procediendose a evaluar el por
centaje de motilidad progresiva de los espermatozoides en al mi
croscopio 6ptico, con el objetivo seco débil (10X) y seco fuer-
te (40X).

—~ Morfologfa.

Se determind el porcentaje de espermatozoidas anormalea de ca
da eyaculado por medio de un frotis utilizando un colorante de
Eosina~-Nigrosina (4). Una vez realizado el frotis se observd =

con el microscopio &ptico utilizands el objetivo seco fuerte,
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Be procedid a contar 200 cflulas espermdtiocas, determinando el
porcentaje de espermatozoides anormales en el eyaculaio.

- Concentraoién.

Utilizando una pipeta de Thoma se hizé una dilucidn de 1:200
tomando como soluto al semen y como solvente una solucién de Cf
trato de Sodioc al 3.6% con formalina, Posteriormente se homoge-
nizé, agitande suavemente, y se tiraron las cinco primeras go--
tas de la dilucidén, las sjgujentes dos gotas ae coluc\aron en
las doa cémaras cuentagldébulos que integran la cidnara de Neuba-
uer, una gota para cada c4mara, y se procedid a contar en el mi
croscopio éptico con el objetivo seco fuerte, de la siguiente
manera; Cada cdmera tiene un cuadriculado de 25 4reas, se toma
ron en cuanta Gnicamente las 4reas de las esquinas y la central,
en ellas se contaron solamente los espermatozoides gue estaban
dentro de cada &rea ¥ sobre las lineas ‘del lado izquierds y su-
perior con la cabeza hacia adentro. Se sumé el nfinero de esper-~
matozoides contados en cada cédmara y se dividié entre dos para
obtener el nfimero promedio. Para caloular la concentracidn es-
permAtica por mililitro de eyaculado se aplicé la férmula gi—-"
guiente (13):

No.de espermatozoides/ml w~ (No. de espermzs.contados)(10,000).
= Calculo de Dosis.

Para oalcular el nfmero de dosis por eyaculado 8se realizé el
siguiente procedimiento;

No. de espermzs. vivos = (No. de espermzs./ml)(} de motilidad)

Bspermatozoides vivos por inseminacién = 4 X 109
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Espermzs. vivos gamina
No. de espermzs. vivaos

l6men total del evaculado
Volf@men de semen por dosis

Volfimen de samen por dosie=
No. de dosis por eyaculados

VolGmen de diluente por dosis = 80ml — Vol. de semen por doais.
=Dilucidu.

Para la diluoién se utilizé el diluente BTS, mantenido en re-—
frigeracién de 2—400- Para la dilucidn se calenté en bafio Maria
para igualar su temperatura a la del semen colectado\y manteni-
do en el térmo de pléstico entre 32 y 35°c, cuando la temperatu
Ta de ambos fué igual se realizé la mezcla, depesitando el dilu
ente al semen, deslizédndolo suavenente por la pared del recipien
te y homogenizando la mezcla.

Las dosis se almacenaron en botellas de pléstico forradas con
pap‘el para protegar a los espermatozoides de la luz solar, estas
fueron colocadas en una caja d2 poliuretano cerrada con la fina
lidad de almacenarlas a una temparatura entre 15 y 1B°c.

-~ Evaluacién de las Muestras.

Sn el semen recfen colectado se valorS el volfimen total del
eyaculado, la motilidad, concentracién y morfologia espermitica.
Los porcentajes de motilidad y espermatozoides con acrosoma
normal (NAR) fueron evaluados en las muestras a cuaire diferen-

tes tiempos: A las 0,24,43 y 72 horas daspués de la dilucidn.

La evaluacisn de la motilidad se realizf de la manera ya des-
crita. Para evaluar la morfologfa acrosomal se tomaron dos o '
tres gotas del semen diluido y se mezclaron con 1 ml de la Solu
oién para Bvaluacién del Acrosoma descrita por Puschel (32) pa-

ra fijar loe espermatozoides, la cual se compone de 956 partes
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‘de una solucidn ds Citrato de Sodio al 2.9%4 y 4 partes de 'una
80luoién de formalfna al 37#. Una vez hecha la fijacién de loe
espermatozoides se conservaron en refrigeracién para su evalua-
oién posterior en el laboratorio de Endocrinologfa del Departa—
mento de Reproduccién e I.A, de la F.N.V.Z. (U.N.A.M.), en don-
de se tom6 una gota de los espermatozoides fijados y se colooS
entre un porta y un ou.breuhjetus, posteriormente sevebservé en
el microacopio de contraste de fases ocon un objetivo de Ph 3
(100/1.361), contandose dosciantas o8lulas espermiticas y deter
minando de ellas el porcentaje de NAR presentes en la muestra.

F. AUALISIS ESTADISTICO.

Para determinar el efecto del tiempo se aplicé un analisis de
varianza de las medias por muestra y total entre horas y entre
muestras por horas con un nivel de rechazo B0.05. Para determi
nar el efecto de cada tratamiento en cada uno de los tiempos
(0 a24, 24 a 48 y 48 a 72 hrs.), se realizs una prueba de "t"

de student para cada grupo (7).
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RESULTADOS

Al analizar los resultados en lo referents a la motilidad, no
se enconiré una diferencia significativa (P20.05) entre la dife
rencia de las medies de los tres tratamientos en el mismo tiem—
po de almacenaje {Cuadro 1).

En la proporcién de acrosomas normales al realizar el estudio
de diferencia de medias, tampdco presenté diferencia \significa-
tiva (P>0.05), al analizar los tres tratamientos en un mismo
tiempo de almacenaje (Cuadro 2).

Al realizar la prueba de "+ para ver la diferencia de los =
tratamientos al pasar el tiempo (0,24,48 y 72 hrs,). Bn esta
prueba tampSco se encontré diferencia estadisticamente signifi-
cativa {F»0.05) en ninguno de los grupos al hacer referencia a
la motilidad. Pero en lo gque respecta a acrosomas normales, las
muestras almecenadas con neomicina se mantuvierdn significativa
mente (P€0.05) con mejor calidad que el semen diluido con genta
micina y sin antibidtico hasta el perfodo de 24 a 43 hrs.

Bstos resultados nos indican que el semen se conservd en con-
diciones para ser inseminado unicamente hasta por 24 hrs. des—-

puéa de su dilucién (21,35,38).



OFDRC 1. Efecto del tiempo de almacenamiento sobre la motilidad progresiva de los
espermatozoides de cerdo almacenado darante 3 dfas en BTS con meomicina,
gentamicina y sin antibidtico.
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gentamicina y sin antibfotico.

Efecto del tiempo de almacenamiento sobre la cantidad de espermatozoides
de cerdo con acrosoma rnormal, almacenado durante 3 dfas en BTS con neomicina,

2.

48 hrs.

0 hrs.

Tiempo

XTratami

ler.

L 8
ie gw
~
] [T
W8 T~
L)
(Rl mm
Q N O
- N A
o T T O
&5 wﬁ
T 0=
g™ g
ne N
o~ N~
® o
T0o N~
n Y
8 57
mn a e
%6 i~
X
nn ~ W0
< .
g dn
1] [ ]
%3 %6

i a
0
8

8
L
{233
FLd
$o%k
2t
= L)
X ot 0 6



GRAFICA 1. Motllidad del semen dliuido

en BTS de 10 sementales.
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GRAFICA 2. Porcentaje de espermatozoides
con acrosoma normal dliuldos en BTS.
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DISCUSION

 El procesamiento, tipo de eyaculado y el tiempo de almacenaje
del semen diluido de cerdo para la I.A., tienen un efacto signi
ficativo sobre la motilidad progresiva y la calidad de esperma-—
tozoides con acrosoma normal (NAR), debido a Jue estas células
sufren cambios irreversibles en au motilidad y morfologf{a acro-
somal durante su procesamiento en el laboratorio (19,‘44). Ade~=
més tales cambios se incrementan con el tiempo de almacenaje de
bido a la presenoia de proteinas bfsicasidel plasma seminal que
incrementan la permeabilidad de la membrana esjermitica permi--
tisndo la salida de protefnas, cationes celulares y enzimas ci-
toplasméticas, que son indispensables para apoyar sl proceso de
oapacitacién o madurecién espermitica (29). Aunado a esto, el
ac@nulo de productos metabdlicos como amonfaco, &cido lictico,
pirGvito y carbénico, también afectan la integridad del esperma
tozoide (6,13,27,39).

La valoracidn de la calidad del semen Tesulta escencial para
seleccionar las dosis destinadas a la I.A. La motilidad es uno
de los critérios m&s utilizados para estimar la calidad de la
muestra ya que informa la viabilidad celular. El porcentaje de
espermatozoides con NAR proporciona una informacién adicional
de gran valor sobres la viabilidad de las dosis (8,28, 30,36).

Los eafuerzos realizados para encontrar un diluente que asegu
re una larga preservacidén del semen, han reportado los mejores

resultados empleando el BTS, el cual mantiene una adecuada calj
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~dad en su motilidad, espermatozoides con NAR e inclusive en su

porcentaje de pariciones, en semen almacenado hasta por tres d4f

as a una temperatura de entre 15 y 138%¢ {1,2,18,28), lo que di-

fiere del presente trabajo, en el cual el tiempo m&ximo de alma

cenaje, con buena calidad de motilidad progresiva y espermatozoj
des con NAR fué de 24 hrs, Esto puede deberse a la susceptibili

dad de los espermatozoides a los cambios de temperatura, ya que

dentro de 1la caja de poliuretano ésta no puede contn}larse como

es deseable.

La motilidad disminuyé m&s ré&pidamente que el porcentaje de
espermatozoides con NAR durante el al=acenaje, debido a que la
primera es m4s afectada por el enfriamiento y a que el esperma—
tozojide de cerdo es muy sensible a ello, ademds del efecto cau—
sado por las enzimas y metabolitos liberados durante el almece—
naje.

Zn diversos experimentos con el semen lf{quido de cerdo se han
empleado difsrentes antibiéticos para evitar la proliferacién
bacteriena y que no dafen la integridad del espermatozoide, da
estos la gentamicina y neomicina son los que han reportado los
mejores resultados (22,33,40,41,45). En el presente trabajo se
obtuvieron resultados muy similares con el semen de cerdo alma
cenadoen estado 1fquido en el diluente BTS adicionado con dife
rentes antibibfticos en lo referente a la integridad acrosomal,,

pero no fué asf en cuanto a la motilidad progresiva.
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CONCLUSIONES

En las condiciones en que se proceasd y evalus el semen con
cualquiera de los dos antibidticos evaluados, Be considera que
el tiempo mA&ximo de almacenaje para su utilizacién en la T.A.
es de 24 horas, tiempo en que se obtuvé 73.2 y 89.53% de moti-
lidad y espermatozoides con VAR resapectivamente.

Se concluye Gue si se desea insaminar con semen de O a 24 hrs.
de almacenado 6sts deberd taner un antibiético como la neomici-
na o la gentamicina, ya que las condiciones fisioldgicas de los
espermatozoides en lo ¢ue se refiere a motilidad y morfologfa.
acrosomal se conservan mejor, y ayudard a prevenir la transmi—
8idn de enfermedades en el hato reproductivo, afin cuando la di-
ferancia con el semen sin antibidtico no sea significativa (P>
0.05) en este trabajo, ya que como se menciné anteriormente, la
temperatura del almacenaje no pudo ser controlada; y por otro
lado el estado reproductivo de los sementales evaluados se en-
contraba bajo, muy probablemente por la época del afio en que se
realizé el experimento (Septiembre-Noviembre), ya que se ha ob-
servado gue en la época de verano baja considerablemente la ca-
lidad del semen.

Para una conclusidn definitiva &sto deberd ser corroborado con
estudios donde se inseminen cerdas utilizando semen diluido en
BTS con neomicina a diferentes tiempos de almacenaje y se compa
ren las tasas de fertilidad alcanzadas con uno y otro antibidti

CO.
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