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RESUMEN

Rodriguez Jiménez Emmanuel. Comparacion de las caracteristicas de motilidad,
anormalidades y dafio acrosomal en semen diluido de verraco, empleando dos diferentes
tipos de diluyentes de larga duracion, en una granja de ciclo completo ubicada en €l Estado
de Puebla. Bgjo la asesoria del M.C.V. Gerardo Ramirez Hernandez y la M.C. Susana
Espinosa Hernandez.

El objetivo de este trabgjo fue comparar las caracteristicas de motilidad, anormalidades
morfoldgicas y dafio acrosomal en & semen diluido de verraco, utilizando dos diferentes
tipos de diluyentes de larga duracion (MR-A® y XT-R®), asi como € costo-beneficio
entre ambos productos. Este estudio utilizé 5 sementales entrenados de diez a doce meses
de edad de las razas Y orkshire, Pietrain e hibrido Y orkshire- Landrace. Cada semental se
colectd una vez por semana durante cuatro semanas. Una vez colectada la fraccion
espermatica se evaluaron las caracteristicas macroscopicas y microscopicas, se realizaron
las diluciones con e respectivo diluyente; se prepararon las dosis seminales en envases de
80 ml de capacidad, con una concentracion 4,000 millones de espermatozoides y se
estabilizaron durante una hora a temperatura ambiente (20-22 °C), posteriormente se
almacenaron auna temperatura de 17 °C. Las variables analizadas fueron motilidad,
anormalidades, pH y dafio acrosomal alos 1, 3, 5y 7 diasde almacenamiento. El diluyente
XT-R® produjo un menor porcentge de anormalidades, encontrandose diferencia
estadistica significativa (p<0.05), a través de la prueba de Tukey. Se concluye que €l
diluyente de larga duracion XT-R® a ser un producto de reciente introduccion en el
mercado es de uso confiable al ser comparado con un producto usado por mas de dos
décadasen laindustria porcina.



INTRODUCCION

La industria porcina atraviesa por cambios importantes debido a los adelantos
obtenidos a través de las técnicas de reproduccién asistida; entre los que se encuentra
principalmente la inseminacion artificial (1A). Sin embargo los avances generados por
esta técnica deben ser evaluados cuidadosamente antes de ser incorporados a los sistemas
de produccién comerciad y mejorar asi los pardmetros reproductivos de las explotaciones
para obtener rendimientos cada vez mayores en cuanto a produccion, mejoramiento
genético y control sanitario (1). Hoy en dia se estima que de los 72 a 76 millones de cerdas
presentes en € mundo mas dg 25% quedan gestantes por IA. Segin las Ultimas
estimaciones mundiales (2001) mas de 19 millones de inseminaciones se llevan a cabo, de
las cuales el 99% se realiza con semen diluido conservado a una temperatura de 15 a 18
°C. De estas inseminaciones mas del 85% se realizan en el mismo dia de obtencion de
semen o a diasiguiente (2, 3). Por otra parte, una aplicacion incorrectade la 1A conllevara
a una disminucién de los pardmetros reproductivos, siendo las faltas mas frecuentes las
siguientes: 1) calidad del material utilizado, 2) evaluacion incorrecta de la calidad seminal,
3) fallas en la deteccién de estro, 4) el uso de las técnicas 1A, 5) condiciones higiénicas

deficientes e 6) inadecuada seleccion del diluyente (1, 4).

La utilizacion de semen comercial ha aumentado €l uso de lalA. Para asegurar una
obtencion de dosis seminales de alta @lidad y tener éxito en los programas de IA, la
evaluacion de la calidad del eyaculado es €l primer paso en el procesamiento del semen
fresco (5,6). Idealmente el andlisis del semen debe predecir de forma sencillay eficaz la
viabilidad de un eyaculado. Actualmente los estudios sobre evaluacion seminal persiguen

como objetivo final identificar algin pardmetro cinético, morfolégico o bioquimico que



indique € estado de la célula espermética en un momento dado y que ademéas se pueda
correlacionar con la fertilidad y calidad del eyaculado. Sin olvidar que las técnicas de
evaluacion del semen, tanto para la utilizaciéon en la investigacion como en la practica,
deben ser precisas, sencillas, rapidas y econdmicas. Hasta ahora las pruebas que se realizan
en los centros de inseminacion artificial (CIA) para detectar problemas de baja fertilidad e
infertilidad cumplen dichas premisas.

Dos principios basicos son importantes para la evauacién de un eyaculado: 1) el
uso de técnicas higiénicas 'y 2) el control de la temperatura (7). Ahora bien, también es
cierto que dichas pruebas no son totalmente indicativas de la calidad seminal o fertilidad
del animal. No obstante, la evaluacion de semen tiene gran importancia en el diagndstico
de la capacidad fecundante de los espermatozoides de un eyaculado @), ya que de los
resultados obtenidos se podra calificar a la muestra como apta 0 no apta para su uso en la
[.LA. (8). Actuamente el andlisis clasico se ha megorado mediante la introduccién de
nuevas técnicas analiticas procedentes de otros campos de investigacion Asi € estudio de
la motilidad espermaticay las anomalias morfolégicas que anteriormente se hacian de una
manera subjetiva, pueden realizar hoy en dia mediante el uso de métodos computarizados

de andlisis (9). Algunas de |as pruebas realizadas se describen a continuacion:

Caracter isticas macr oscopicas

a) Color.- El color norma de un eyaculado es blanco variando la consistencia y
tonalidad de acuoso transparente a cremoso amarillento, segin la concentracion
espermética que contenga. Se pueden observar coloraciones atipicas viol &ceas, rosaceas 0
de color beige, que pueden ser debidas a posibles infecciones o hemorragias internas en

tracto reproductor del macho.



b) Olor.- El semen debe ser inodoro, cualquier olor representa alguna alteracion, la
emision puede ser debida a la presencia de fluidos prepuciaes acumulados, como la orina
gue generamente presenta una gran carga de bacterias y contaminantes (6, 10).

c) Volumen.- Varia segin la edad, tamafio de los testiculos, raza y estado
fisiolégico de cada verraco pero puede oscilar entre 80 a500 ml de volumen total.

El eyaculado del verraco se compone de las siguientes fracciones:

Pre-esper matica, es pobre en espermatozoides, transparente, liquida 'y su volumen
oscila entre 10y 15 ml aproximadamente.

Espermética, es rica en espermatozoides, de color blanco y muy densa, su
volumen tiene un rango de 50 a 125 ml.

Post-esper matica, es pobre en espermatozoides, de color blanquecino transparente
y con grumos gelatinosos alo largo de su emision, el volumen aproximado es de 200 ml.

d) pH.- Losvaoresvarian de 7.2 a 7.8, este sirve como un indicador de la actividad
metabolica, ya que a envejecer € eyaculado aumenta la concentracion de écido lactico
provocando un descenso del pH.

e) Temperatura.- ES importante registrar y mantener la temperatura del semen para
evitar variaciones, ya que el semen porcino es particularmente sensible a los cambios
térmicos (5). Para su dilucion el semen se debe mantener a una temperatura de 34 a 36 °C
(20).

Caracteristicas microscopicas

Las caracteristicas microscopicas que deben presentar los espermatozoides de un
eyaculado viable son:

a) Motilidad progresiva- Es uno de los parametros més importantes del andlisis
seminal para €l que existen varias técnicas de estudio, pero la més utilizada'y por ser mas

simple es la valoracién subjetiva al microscopio de luz del porcentgje de espermatozoides



moviles y calidad de su movimiento (8). Para su evauacion € movimiento de los
espermatozoides se ha dividido en dos tipos:

1) Movimiento de rotacion y 2) Movimiento progresivo (desplazamiento de la
célula) & cual puede ser lineal o circular. Ademas de la motilidad, a movimiento se le
asigna un valor numérico que se expresa de la siguiente forma (Cuadrol).

Cuadro 1. Clasificacion de motilidad espermatica individual.

Valor Caracteristica

Sin movimiento.

Sin movimiento progresivo girando sobre s mismo.
Con movimientos anormales y algunos progresivos.
Movimientos progresivos lentos y sinuosos.
Movimiento progresivo rapido.

Movimiento progresivo muy rapido.

Tomado de La Piara Reproductora, 12 Edic. México, M undi-Prensa 2002.
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Es importante que las muestras analizadas no presenten una motilidad menor del
70 %, yaque € nivel de viabilidad se vera afectado (1, 4, 6, 8, 10, 11).

b) Concentracion espermatica: El rango oscila entre 50 a 700 millones de
espermatozoides por ml. Existe una variabilidad muy grande entre la concentracién de un
eyaculado a otro, por ello es importante conocer € nimero de espermatozoides por
eyaculado ya que de este parametro depende €l nimero de hembras a inseminar. La
concentracion puede calcularse por varios métodos Entre estos métodos destacan la
espectrofotometria, la colorimetria, la citometria de flujo y € uso de camaras de recuento
celular como la de Thoma Burker y de Neubauer (12,13). El método més extendido es el
recuento celular, utilizando las cdmaras mencionadas. Por otra parte la concentracion
espermatica también depende de varios factores como son la raza, edad, condicidn
corporal, estado sanitario, mang o, entre otros.

¢) Formas anormales.- e semen de verraco debe tener menos del 20 a 30 % de

células espermaticas anormales, ya que un aumento en estas trae como consecuencia una



disminucion de la fertilidad. Generalmente las anormalidades esperméticas se clasifican en
tres grupos. 1) Cabeza, 2) Pieza Media, 3) Cola (4, 6, 11, 14, 15, 16,17).

L as malformaciones espermaticas de acuerdo a su origen se dividen en dos grupos:

1) Primarias.- Se originan a nivel de testiculo durante el proceso de la
espermatogenésis y de espermiogénesis.

2) Secundarias.- se presentan durante € proceso de maduracion a nivel del

epididimo y por un inadecuado manejo durante el procesamiento del semen (Cuadro 2).

Cuadro 2.- Clasificacion de anormalidades esperméticas.

Anormalidades Primarias Anormalidades Secundarias
- Crestanuclear - Acrosoma vacuolado
-Defecto en la protuberancia acrosdmica - Aglutinacion de flagelo con flagelo
- Defecto en el tamafio de la cabeza - Miltiples cabezas
Macrocéfalo - Flagelo enroscado
M icrocéfalo Segmento intermedio
- Defecto en laforma de la cabeza Segmento principal
Ovalada Segmento terminal
Elongada - Gotas citoplasméticas, proximal y distal
Eliptica
Piriforme
Triangular
Cuadrangular
Achatada
Alargada
- Flagel o abaxial
- Flagelo corto
- Flagelo largo
- Flagelo grueso
- Flagelo delgado

- Multiples flagel os

Tomado de La Piara Reproductora, 12 Edic. México, Mundi-Prensa 2002.

La evauacion morfoldgica se realiza por medio de un frotis espermético tefiido,
existiendo para lograr este objetivo diferentes tinciones, como €l Azul de Tripany la
Eosina-Nigrosina (4, 6, 10, 11).

d) Conteo de células vivas y muertas- Para redlizar la valoracion de estos
parametros se pueden utilizar medios de coloracion como € Azul de Tripan donde €l
espermatozoide vivo se observa blanco y €l muerto azul, en el caso de la tincion Eosina-

Nigrosina el vivo se observa blanco y e muerto rojizo (10).



e) Estado del acrosoma.- El acrosoma juega un papel importante durante el proceso
defertilizaciony estaimportancia hace que convenga realizar una val oracion especifica del
mismo (8). Las muestras con acrosomas ausentes o dafiados suelen tener una bagja
fertilidad, ya que no contienen las enzimas necesarias para la penetracion del 6vulo. Para
determinar el estado del acrosoma se han utilizado diferentes tinciones. Entre estas
tenemos la tincion de Giemsa, la Eosina—Nigrosing, la Azul Tripan-Giemsa. Otra
alternativa es la utilizacion de solucién citrato formol o de una solucion de glutaraldehido
para la fijacion de espermatozoides, la ventga de este Ultimo método es € que no se
requiere de unatincion (6, 8, 10).

f) Resistencia osmotica.- Esta prueba permite realizar una vaoracion de la
viabilidad de la membrana plasmética del espermatozoide. Se fundamenta en el
sometimiento de los espermatozoides a un medio hipoosmaético, de forma que aquellos
funcionales no mostrarén alteraciones. La evaluacion del estado de los acrosomas permite
comparar la resistencia osnitica de las membranas de distintos eyaculados, asi como
predecir el comportamiento de los mismos tanto en lo referente a la fertilidad como a la
capacidad de conservacion (8, 10). El espermatozoide porcino presenta una presion
osmatica de 290-300mOsm y es capaz de tolerar un rango de presiones osméticas bastante
amplio (240-380 mOsm). Diversos estudios han evaluado la tolerancia a diversas presiones
osméticas, llegando a la conclusion que ni motilidad ni la viabilidad espermédtica se ve
afectada por la presion osmética en rangos comprendidos entre 250-290 mOsm, mientras
gue reduciéndose por debajo de 200 mOsm se detecta una reduccion significativa de la
motilidad.

En la actualidad se trabgja en la blsgueda de formulas més eficientes tanto
biol6gicas como econdmicas que garanticen mayor tiempo de conservacion de las células

espermdticas y obtener mejores resultados después de fertilizar a las hembras (18). La



conservacion del semen durante periodos prolongados de tiempo requiere que los
espermatozoides reduzcan su actividad metabdlica, mediante la reduccion de la
temperaturay su dilucién en un medio adecuado; por lo que se utiliza un diluyente El
diluyente es una solucién acuosa que permite aumentar el volumen del eyaculado hasta
conseguir las dosis necesarias y preservar las caracteristicas funcionales de las células
espermaticas  manteniendo un nivel de fertilidad adecuado. Para esto debe aportar los
nutrientes necesarios para e mantenimiento metabdlico de la cé8ula espermética, brindar
proteccion frente a choque térmico por frio, controlar €l pH, la presion osmética e inhibir
el crecimiento bacteriano del medio (19).

L os componentes del diluyente y las funciones de cada uno de estos son:

a) Fuente de energia.- Aporta glucosa para € mantenimiento metabdlico de la
célula espermética, aungque existen otras fuentes de energia como la galactosa, fructosa,
ribosay trehalosa.

b) Estabilizadores de membrana.- Albuminasérica bovina (BSA), Etilen disodico
diamino tetraacetato (EDTA), Hidroxitolueno butilado (BHT), Polivinil pirrolidona (PV P-
40), Alcohol palivinilico y Cisteina, que previenen o retardan |as alteraciones no deseadas
en la estructura'y funcién de la membrana plasmética del espermatozoide (10, 19).

¢) Amortiguadores de pH.- El pH de los diluyentes normamente utilizados oscila
entre 6.8y 7.2. Entre |os agentes tamponadores empleados se encuentran: el bicarbonato de
sodio, citrato de sodio, €l Tris, el &cido 3N-morfolino propanesulfénico (MOPS) y e écido
N-2-hidroxietilpiperazin N-2-etanosulfénico (HEPES). De la dilucion inicial, se requieren
de 60 a 90 minutos para la estabilizacion de sus componentes (4).

d) Electrolitos.- El cloruro de sodio (NaCl) y el cloruro de potasio (KCI), regulan
la presion osmética; que debe ser isoténica (300mOsm) o ligeramente hipertdnica o

hipotonica.



e) Antibidticos- Los antimicrobianos méas utilizados actualmente son: la
Gentamicina, Lincomicina, Neomicina, Espectinomicina, Estreptomicina, Amoxicilina, y
Penicilina, que inhiben & desarrollo microbiano (20).

Actuamente bajo las condiciones de produccion, los diluyentes se han clasificado
en tres grupos dependiendo de la duracién de la viabilidad espermatica asi como €l
propésito de su uso:

Corta: Tiene como objetivo la conservacion de los espermatozoides de 1 a 3 dias.
Se utiliza principalmente en empresas de distribucion de dosis seminales a corta distancia o
de autoconsumo. Los productos comerciales son: Beltsville liquid (BL-1), Beltsville
Thawing Solution (BTS), Illinois Variable Temperature (IVT) y Kiev.

Mediana: Mantiene vivos a los espermatozoides de 4 a 5 dias. Se utiliza
principalmente en centros de inseminacion artificial CIA. Unicamente se cuenta con V.S.P.
Formula

Larga: Mantiene viables a los espermatozoides viables por nés de 5 dias. Son
propios de granjas donde la distancia entre lugar de produccién seminal y el lugar donde
sera utilizado es |gana; ademas de permitir la realizacion de pruebas diagnésticas sobre el
semen antes de ser utilizado, como la técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) para
detectar la presencia de diversos virus o de redlizar andlisis completos de la calidad
seminal, mejoran la organizacion de las tareas en los CIA y facilitan en gran medida la
distribucion de las dosis. En esta clasificacién encontramos. Acromax®, Androhep®,
Modena, MULBERRY Il ®, Reading, SCK-7, Vita Formula®, X-Cdl®, Zorlesco,
ZORPVA, vy d MR-A®, este ultimo fue desarrollado en e afio de 1984 y de los
elementos que |lo componen se pueden mencionar siguientes: glucosa, citrato sodico,
EDTA, bicarbonato sodico, TRIS, cisteina, acetato potasico y MOPS. En investigaciones

realizadas por Rillo et al. (1984); Pérez et a (1984); Martinez et al. (1986); Lyczynsky et
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al. (1996) Conejo et al. (1998), obtuvieron resultados satisfactorios utilizando el diluyente
MR-A®; demostrando que la viabilidad espermdtica puede ser mantenida en semen
conservado en temperaturas de 15 a 17 °C por un periodo de tiempo de 5 a 9 dias. Por
otra parte, € diluyente XT-R® a tratarse de un producto de reciente introduccion en el
mercado mantiene protegida su composicion  cuditativa y cuantitativa. La principal
desventaja que presentan estos productos es su elevado costo (10,19).

Como se menciond anteriormente nantener la viabilidad espermética durante un
tiempo determinado es el objetivo de cualquier diluyente, por lo que para cumplirlo es
necesario utilizarlo de manera adecuada y tener presentes |os siguientes factores:

Concentracién espermatica por dosis. la concentracion espermatica por dosis es
variable, esto depende de las caracteristicas productivas y reproductivas existentes en cada
explotacion o CIA. La concentracion por dosis a utilizar puede ser de 2x10° a 6x10° de
espermatozoides utilizando la técnica de IA convenciona y 0.5x10® a 1x10° de
espermatozoides en el caso de latécnica postcervical (1, 2, 10, 11, 21).

Agua: utilizar agua de buena calidad para diluir semen fresco es muy importante,
yaque la viabilidad de los espermatozoides es superior que a emplear agua de menor
calidad. El agua se clasifica en tres categorias:

I. Agua sometida a procesos de destilacion, deionizacion por 6smosis inversa 'y

filtrado.

II. Seobtiene por doble destilacion en cristal.

[11. Esde destilacion simple o deionizada por 6smosis inversa sin destilacion.

El agua ideal para el diluyente es el agua bidestilada en vidrio o aguella que es
purificada por Osmosis inversa, desmineralizacion, filtrado con carbono y rayos

ultravioleta. La calidad del agua se reduce con e tiempo y puede ser afectada por la
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contaminacion, exposicion a rayos ultraviol eta, almacenamiento en contenedores de vidrio,
metal es pesados, sales inorganicas y mineraes (10, 20, 22).

Temperatura: para ser diluido el semen debe ser mantenido a una temperatura de
34 a 36° C, una vez que ha sido diluido la temperatura debe ser reducida en forma gradual
para que alcance latemperaturaidea de conservacién lacual esde 15 a 18 °C. Variaciones
de 1 0 2 °C pueden afectar la calidad del semen, ya que es particularmente sensible a los
cambios térmicos, debido a la composicion de la membrana espermética (5, 6, 10, 21, 22).

Contaminacion: todas las muestras de semen tienen algun nivel de contaminacion,
entre los principales contaminantes durante el procesamiento de semen se encuentran:
bacterias, virus, células sanguineas, células epiteliales, gotas dtoplasméticas, orinay la
porcion gelosa.

La contaminacion produce una serie de ateraciones entre las que se encuentra una
disminucion de la motilidad, aglutinaciones esperméticas, aumento en el porcentaje de
acrosomas alterados y una reduccion del pH, todo ello conduce a una reduccion en €l
tiempo de conservacion de las dosis seminales, infertilidad y pueden posteriormente ser
causa de infecciones uterinas (4, 10,19, 22,).

Almacenamiento: para amacenar las dosis seminales se debe descender la
temperatura gradualmente durante dos a tres horas, posteriormente se almacenan en la
estufa de conservaciéon y se mantienen en un estado de anaerobiosis; para este objetivo se
recomienda no dgjar un volumen de aire superior al 20% en e envase para dosis seminal.
El rango de temperatura para € amacenamiento y la conservacion oOptima de las
estructuras esperméticas, y por ende de la viabilidad, es de 15 a 18 °C. Variaciones de
temperaturade 1 0 2 ° C pueden afectar la calidad del semen.

El descenso de la temperatura induce una disminucion del metabolismo, la

motilidad espermadtica y €l crecimiento bacteriano. Las temperaturas menoresa 14 °C
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causan alteraciones en las membranas espermaticas mientras que las temperaturas mayores
a 20 °C no disminuyen el metabolismo celular espermético ni detiene el crecimiento
bacteriano, disminuyendo asi la vida Util del semen. Las dosis no deben estar expuestas a
la luz directa durante periodos prolongados y deben ser rotadas suavemente cada 12 horas
para mantener en suspension a los espermatozoides y tener dosis correctamente mezcladas
con € diluyente. Es importante seleccionar adecuadamente €l tipo de diluyente a emplear,
ya que ede prolongard la viabilidad espermética durante el tiempo de almacenamiento (5,
10,19, 21).

Transporte: uno de los principales problemas en e transporte de semen es la
conservacion de una temperatura estable. Para disminuir variaciones en la temperatura s
recomienda empacar el semen en cagjas de material ailante térmico como e poliuretano.
También se recomienda un doble empaque, para de esta forma asegurar la adecuada
conservacion de semen. EI monitoreo de variaciones en la temperatura durante €
transporte es de vital importancia, para esto se puede utilizar un termémetro de maximasy

minimas (5,10).
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HIPOTESIS

El uso dd diluyente de larga duracion XT-R® no mantiene las caracteristicas
esperméticas indicadas por €l proveedor y tampoco reduce los costosen comparaciéncon

d MR-A®.
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OBJETIVO

1.- Comparar las caracteristicas espermaticas de motilidad, pH, anormalidades

(colas en létigo, en L o en ovillos) y dafio acrosoma en € semen diluido de verraco,

empleando dos diferentes tipos de diluyentes de larga duracion (XT-R® y MR-A®).

2. — Comparar € costo-beneficio entre los dos tipos de diluyentes.
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MATERIAL Y METODOS

El presente trabgo se realizO en una granja de ciclo completo que cuenta con su
laboratorio de IA, ubicada en el Municipio de San Martin Texmelucanen el Estado de
Puebla a una latitud de 19° 17 00", longitud de 098°26'00"y aunaaltitud de 2360 metros

sobre € nivel del mar.

Animales
Se utilizaron cinco sementales entrenadospara |A, de 10 a12 meses de edad, de las
razas Y orkshire, Pietrain e hibrido Landrace-Y orkshire. Cada semental fue trabgjado una

vez por semana durante cuatro semanas.

Colecta de semen:

La obtencion del semen se realizo por medio de la técnica de mano enguantada,
para esto se utilizaron dos pares de guantes de polietileno desechables. Uno de estos se uso
pararealizar lalimpieza del diverticulo prepucia con € objeto de eliminar restos de orina
presentes asi como €l recorte de pelos prepuciaes para evitar contaminacion de la muestra.
El otro guante se utiliz6 para llevar a cabo la colecta de la fraccién espermética y post-
espermatica. Estas fracciones, se depositaron en un termo colector atemperado a 37 °C, al
cud se le colocaron dos filtros para evitar el paso de la porcién gelosay de los
contaminantes.

Evaluacion del semen:

El termo con € eyaculado se coloc6 en una cga de poliuretano y se llevo al
laboratorio para su posterior andlisis. Cada eyaculado fue identificado y durante todo el
proceso de evaluacion se coloco en Bafio Maria a una temperatura constante de 35 °C. una
vez en €l laboratorio s procedié a analizar las caracteristicas macroscopicas, las cuales

fueron:
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Color.- Latonalidad y consistencia del eyaculado fueron observados.

Olor.- El semen debe ser inodoro, cualquier olor representa una alteracion.

Volumen.- Esta caracteristica se midié con una balanza, haciendo la conversion de
un gramo equivalente a un mililitro (ml).

pH.- Se utilizaron tiras reactivasy fue confirmado con un potenciometro.

Temperatura.- Se tomd la temperatura con un termometro de -10 a 120 °C en tres
momentos, al llegar a laboratorio, antes y después de diluir el semen. Se controlé la
variacion de 2 °C durante el proceso.

Las caracteristicas microscopicas analizadas fueron:

Motilidad- Al momento de evaduar € movimiento genera de los
espermatozoides (en masa), se colocé una gota de semen fresco sobre un portaobjetos,
sobre ella un cubreobjetos (ambos atemperados a 35 °C) y se observé a través del objetivo
de 10x de un microscopio optico. La motilidad en masa aceptable para un eyaculado fue
minimo de 70%. Posteriormente se cambio €l objetivo a 40x, para determinar el

movimiento individual y se calificd de la siguiente manera (Cuadro 3):

Cuadro 3. Clasificacion de motilidad espermatica individual.

Valor Caracteristica

Sin movimiento.

Sin movimiento progresivo girando sobre si mismo.
Con movimientos anormales y algunos progresivos
Movimientos progresivos lentos y Sinuosos.
Movimiento progresivo rapido.

Movimiento progresivo muy rapido.

Tomado de La Piara Reproductora, 12 Edic. México, Mundi-Prensa 2002.

O r~rwWNEFLO

El vaor aceptable fue a partir de 3. Cabe sefialar que a evaluar esta caracteristica

también se evalud la aglutinacion, la cual se le asigna un valor de 0 a 3, en donde en esta
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ultima indica la existencia de un 30 a 40% de espermatozoides aglutinados. El valor

aceptable fue hasta 2.

Concentracion.- Esta caracteristica se evalué empleando la cAmara de Burker. El
semen fue diluido 1:100 en una solucién de citrato formolado, de esta dilucion, se tomé
una muestra con una pipeta Pasteur y se depositd en € reticulo de la cdmara. El conteo se
realizd en un microscopio 6ptico con el objetivo de 40x, solamente se contaron los
espermatozoides que se encontraban dentro de 40 cuadros. Con esta informacion se
consult6 una tabla comercia que indicael nimero de dosis seminaes a elaborar.

Anormalidades.- La evaluacion de la morfologia se realizd por medio de un frotis
teflido con Eosina-Nigrosina. El procedimiento consistié en tomar una muestra de semen
fresco con una pipeta Pasteur y se colocd sobre un extremo de un portaobjetos limpio, seco
y atemperado a 35 °C. Después se depositd una gota del colorante junto a la gota del
semen, se homogeniz6 conotra pipeta Pasteur, se coloco otro portaobjetos en €l extremo y
se dedliz0, se degjo secar @ frotis por un minuto a temperatura ambiente y se observaron
100 espermatozoides enel microscopio Optico con el objetivo 40x. Finalmente se obtuvo el
porcentaje (%) de células anormales. El porcentaje maximo de anormalidades permitido
fue de 20%.

Dafio acrosomal.- Antes de determinar la integridad acrosomal, se prepar6 una
solucién de glutaraldehido que contiene 2.9 g de glucosa, 1.0 g de citrato sodico, 0.2 g de
bicarbonato sddico, 8 ml de glutaraldehido a 25%. Una vez preparada la soluciéon se
depositd un ml de ésta en un via y se afadié 0.05 ml de semen, se homogenizo, se
tomaron 20 ul y se colocaron en un portaobjetos y encima de esta gota se deposito un
cubreobjetos. Esta muestra se  dejo reposar durante un minuto y finalmente se observé en

un microscopio de contraste de fases con un objetivo de 40x. En esta muestra se evaluaron
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100 célulasy se obtuvo €l porcentaje de dafio acrosomal. El valor maximo permitido fue de
20 % (4, 6, 9, 14).

Elaboracién de dosis seminales: En e estudio se utilizaron dos diferentes tipos de
diluyentes de larga duracion MR-A® (Figura 1) y XT-R® (Figura 2), los cuaes fueron
diluidos con agua tridestilada a 37 °C una hora antes de su utilizacion para permitir la
activacion de su capacidad amortiguadora y 1a homogenizacién de sus componentes, por 1o

que se utilizd una termoplatinay una bala magnética.

iU
Wi

Figural. Diluente MR-A® presentacion Figura 2. Diluente XT-R®, presentacion
en polvo para l L deaguatridestilada. en polvo para 1 L de aguatridestilada.

La mezcla sementdiluyente, se llevo a cabo teniendo la precaucion de que no
existiera una diferencia de temperatura mayor a 1 °C entre éstos.

Una vez hecha la fomogenizacion se volvio a evaluar la motilidad, siguiendo el
procedimiento descrito anteriormente. Después de este paso, se procedio a envasar €l
semen diluido en bolsas, cuya capacidad fue de 80 ml; cada dosis tenia una concentracién
de 4,000 millones de espermatozoides Dichas dosis se mantuvieron a temperatura
ambiente (20-22 °C), durante una hora y posteriormente fueron almacenadas a 17 °C en
una estufa de conservacion

Evaluacion de las dosis seminales: Las dosis seminales fueron trasladadas en una

cgjade poliuretano (termo) a Departamento de Produccion Animal: Cerdos, de la Facultad
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de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México
para su evaluacion.

Un total de 40 muestras fueron analizadas durante todo el periodo de evaluacién 20
con diluyente MR-A® y 20 con diluyente XT-R®. Las caracteristicas evaluadas fueron:
motilidad, anormalidadesy dafio acrosomal durante 1, 3, 5y 7 dias de amacenamiento.
Durante e tiempo de prueba, las dosis se mantuvieron a 17 °C.

Andlisis estadistico: Para las variables motilidad, anormalidades y dafio

acrosomal, se utilizo la prueba de Tukey del paquete estadistico SAS.
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RESULTADOS

Caracter isticas macr oscopicas.

Color.- Todos los eyaculados evaluados presentaron un color blanco lechoso
durante todo €l transcurso de la prueba.

Olor.- Los 20 eyaculados obtenidos no presentaron olor que indicara alguna
anomalia

Volumen.- Enel cuadro 4 se puede observar que en promedio € volumen de los
eyaculados fue 201.49 ml, siendo los valores mayores paralos sementales 1y 2; 236 ml y
258.75 ml, respectivamente, y los valores menores para los sementales 3,4 y 5; 158.75 ml,
167.5ml y 186.25 ml.

Cuadro 4. Volumen de los eyaculados obtenidos por semental.

NUumero de Raza Volumen
semental promedio (ml)
1 Y orkshire 236.2
2 Y ork-Landrace 258.75
3 Landrace 158.75
4 Y ork-Landrace 167.5
5 Y ork-Landrace 186.25
Promedio 201.49

pH a momento de la colecta.- El pH en los 20 eyaculados fue neutro (pH 7.0).

Temperatura.- Enel cuadro 5 se muestra la temperatura obtenida por semental a
momento de la colecta donde los sementales 1 y 3 registraron los valores mayores
36.7°Cy 36.5°C respectivamente, los sementales 2, 4, y 5 presentaron los mismos valores

menores |los cuales fueron de 36.2°C.
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Cuadro 5. Temperatura de los eyaculados obtenidos por semental a momento de

la colecta

NUmero de Raza Temperatura
semental promedio (°C)
1 Y orkshire 36.7
2 Y ork-Landrace 36.2
3 Landrace 36.5
4 York-Landrace 36.2
5 Y ork-Landrace 36.2
Promedio 36.36

Caracteristicas microscopicas

Moatilidad al momento de la colecta.- En € cuadro 6 se observa que la motilidad

promedio fue de 89, siendo para los sementales 2 y 3 la motilidad mayor con valores de

90; para los sementales 1, 4 y 5 la motilidad fue menor, presentaron valores de 88.75,

88.75y 87.5 respectivamente.

Cuadro 6. Porcentgje de notilidad espermética por semental a momento de la

colecta (dia cero).

Semental Raza Porcentaje de motilidad al
diacero
1 Y orkshire 88.75
2 Y ork-Landrace 90
3 Landrace 90
4 Y ork-Landrace 88.75
5 Y ork-Landrace 87.5
Promedio 89

Laevaluacion de losdiluyentes MR-A® y XT-R® en forma general, se observo

diferencia estadistica significativa (p<0.05) (cuadro7). El porcentaje de anormalidades

morfol dgicas espermaticas (secundariasy primarias) fue de 12.8875 para el diluyente
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MR-A® y 100375 para e XT-R® encontrandose diferencia estadistica
significativa con un error estdndar de 0.7483; para la caracteristica de motilidad se
obtuvieron valores de 76.9375 para € MR-A® y 77.3125 para € XT-R® con un error
estdndar de 0.6584; para la caracteristica de dafio acrosomal los valores fueron de 6.5375
y 6.8125 paraedl MR-A® y XT-R® respectivamente, con un error estandar de 0.2259, en
cuanto alos valores de pH para e MR-A® fue de 7.085 y 7.0675 para el XT-R® con un
error estandar de 0.032, sin embargo no se encontré diferencia estadistica significativa en

las caracteristicas de motilidad, dafio acrosomal y pH.

Cuadro 7. Comparacién de los diluyentes MR-A® y XT-R® sobre caracteristicas
evaluadas.

Diluyente
Caracteristica MR-A XT-R E.E.
Motilidad 76.9375 77.3125 0.6584

Dario acrosomal 65375 6.8125 0.2259
Anormalidades 12.8875 10.0375° 0.7483
pH 7.0875  7.0675 0.032

E. E. = Error estandar
Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).

Figura 3. Laimagen muestraen el extremo Figura 4. Anormalidad espermética con flagelo
izquierdo un espermatozoide con flagelo enformadelL.
enforma deovillo.



Figura5. Espermatozoide que presentaflagelo en forma de |&tigo.
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Al evaluar el porcentagje de anormalidades morfolégicas esperméticas

secundarias entre ambos diluyentes de manera individual durante e periodo de

amacenamiento, se observo que a partir del dia 1 y hastael dia 7, los espermatozoides

mantenidos en el diluyente MR-A® presentaron un mayor porcentaje de anormalidades

morfologicas (11.45 y 14.25 respectivamente) que los mantenidos en el diluyente XT-

R® (8.86 y 11.35 respectivamente) (Cuadro 8).

Cuadr o 8. Porcentgje promedio de anormalidades morfol gicas secundarias durante

el periodo de amacenamiento de los espermatozoides en los diluyentes MR-A® y

XT-R®.
Diluyentes D1 D3 D5 D7 EE P
MR-A 11.65% 12.252 13.42 14,252 13226  0.2136
XT-R 8.862 9.62 10.35%°  11.35° 0.8581 0.0334

E.E.= Error estandar
Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
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Aunque € diluyente XT-R® presentd un incremento en las anormalidades
morfolOgicas espermaticas secundarias durante el periodo de amacenamiento, este

porcentgje siempre fue inferior a diluyente MR-A® (Cuadro 9, gréfical).

Cuadr o 9. Porcentaje de anormalidades morfol 6gicas espermaticas secundarias entre

losdiluyentes MR-A® y XT-R® a losdias 1, 3, 5y 7 de amacenamiento.

Diluyente D1 E.E. D3 E.E. D5 E.E. D7 E.E.

MR-A 11.65° 0,7799 12.25° 0,7845 1342 08339 14.25% 0,7577
XT-R 8.85° 07799 9.6° 07845 10.35° 08339 11.35° 0,7577
= 0,0166 0,02 0,0148 0,0111

E.E.= Error estandar
Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05)

16 7 14,25
13,4

14 A
12 4
10 A

B XT-R
B MR-A

o N b O
1 1 1 1 1

D1 D3 D5 D7

Gréfical. Comparacion del porcentaje de anormalidades
esperméticas entre los diluyentesMR-A® Y XT-R®
alosdias 1, 3, 5y 7 de almacenamiento.
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DISCUSION

En este estudio los diluyentes MR-A® y XT-R® mantuvieron en oOptimas
condiciones € porcentgje de motilidad hastael quinto dia de almacenamiento (74.25 %).
Resultados similares fueron reportados por Pérez et al . 1984 (23) en sementales de laraza
Landrace, ya que obtuvieron un 70.3 % de motilidad espermatica a noveno dia de
almacenamiento, utilizando € diluyente de larga duraciéon MR-A®. Asi mismo Rillo et al.
1984 (24), utilizando & mismo diluyente en cerdos y amacenando las dosis a una
temperatura de 15 °C por un periodo de siete dias, no encontraron efectos desfavorables
para esta caracteristica. El porcentgje de dafio acrosomal (8.32 %) y pH (6.92 %)
encontrados a séptimo dia de almacenamiento en este trabgjo no superaron las cantidades
permitidas que se sefialan conmo limite para desechar una muestra semina y que
concuerdan con lo reportado por Rodriguez et al. 1994 (25), con € diluyente MR-A®

por un periodo de cinco dias.

Se sabe que €l flagelo es importante en la motilidad espermética, por lo que
cualquier anomalia en su estructura o en alguno de sus componentes es de grave
consecuencia en la capacidad fertilizante de la célula. La gama de anomalias flagelares
pueden que ser detectadas al microscopio 6ptico de luz, van desde las colas dobladas,
colas en “L” o en ovillo; estas anomalias pueden afectar componentes subcelulares como
mitocondrias, fibras densas externas o vaina fibrosa, que no pueden ser detectadas por |os
métodos convencionales de andlisis del semen Asi, etas condiciones anomalas en el
flagelo pueden resultar en la incapacidad para que € espermatozoide logre ascender al
tacto reproductivo de la hembra y acanzar e sitio de fertilizacion. Zamboni 1987(26). En

este estadio €l porcentgje de anormalidades en € flagelo fue de (12.8875) y (10.0375) para
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los diluyentes MR-A® y XT-R® respectivamente, aunque no superé e nivel maximo
permitido para eliminar una muestra, s fue superior parad diluyente MR-A®, resultado
semejante a lo reportado por Liczynski et al. 1996 (27), que al evaluar muestras seminales
diluidas con € diluyente MR-A® provenientes de 6 semental es hibridos colectados con la
técnica manual 'y almacenadas durante un periodo de almacenamiento de 8 dias a una
temperatura de 15 °C, el porcentge de anormalidades no rebasd e limite maximo

permitido para eliminar una muestra.

Sin embargo otros factores que pueden incrementar las anormalidades esperméticas
(colas en l&tigo, en L o en ovillos) genas a diluyente deben ser considerados, como:
choque térmico, choque osmaotico, cambios bruscos de pH, sustancias espermicidas,

machos estresados y rayos UV.

Diversos estudios indican gque los productos metabdlicos como las endotoxinas de
algunas bacterias tienen efectos detrimental es para la sobrevivencia del espermatozoide por
lo que la viabilidad y la cantidad de células esperméticas se ven reducidas Almond G. et al
2001 (28). El comportamiento del diluyente XT-R® para la variable de porcentgje de
anormalidades morfologicas espermaticas secundarias fue menor durante el periodo de
almaceramiento o cual probablemente se deba a que contiene una nueva mezcla de
cuatro antibiéticos que trabagjan de forma eficiente a 17 °C, inhibiendo el desarrollo
microbiano, asi como antioxidantes que previenen o retardan las alteraciones no deseadas
en la estructura y funciones de las membranas plasméticas de los espermatozoides
manteniendo asi su integridad, lo que resulta fundamental para e metabolismo

espermético, capacitacion y lareaccién acrosdmica.
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Laintegridad del acrosoma es esencial considerando que éste contiene enzimas que
tienen un papel de vital importancia en la penetracién de la zona pelGcida del 6vulo
Kjoestad et al., 1993 (29); Kumer et al 2003 (30). El porcentaje de dafio acrosomal en
este estudio fue de (6.5375) y (6.8125) para los diluyentes MR-A® y XT-R®
respectivamente; aunque e porcentaje de dafio acrosomal fue ligeramente mayor en €
diluyente XT-R® durante € periodo de almacenamiento no se encontré diferencia
estadistica significativa coincidiendo con lo reportado por Kommisrud E. et al 2002 (31).,
que a evaluar el dafio acrosomal de muestras seminales mantenidas en refrigeracion
durante un periodo de cinco dias, empleando diluyentes de larga duracion provenientes de
sementales de las razas Duroc, Landrace, hibridos Duroc-Landrace y Yorkshire, no

encontro diferencia estadistica significativa.

Durante este estudio los porcentgjes de dafio acrosomal no rebasaron los niveles
maximos permitidos para eiminar una muestra, lo cual se deba probablemente a una
nueva mezcla de antioxidantes que permiten mantener la integridad espermética y el

correcto funcionamiento metabdlico.
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CONCLUSIONES

1 El diluyente de larga duracion XT-R® mantiene dentro de los rangos
normales las caracteristicas seminales como son motilidad, pH, anormalidades y dafio
acrosomal durante un periodo de 5 dias de almacenamiento a una temperatura de 17 °C,
ademés este producto representa para € porcicultor un ahorro del 10 a 13 % por concepto

de este rubro.
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Volumen obtenido del eyaculado por semental por nimero de colecta.

Semental  Numerode Volumen (ml)

colecta
1 1 300
1 2 225
1 3 200
1 4 220
2 1 275
2 2 225
2 3 235
2 4 300
3 1 150
3 2 225
3 3 110
3 4 150
4 1 125
4 2 220
4 3 175
4 4 150
5 1 200
5 2 170
5 3 175
5 4 200




2. Registro detemperatura por eyaculado por semental al momento de la colecta.

Semental  NUmerode Temperatura (°C)

colecta
1 1 36
1 2 36
1 3 37
1 4 38
2 1 37
2 2 36
2 3 36
2 4 36
3 1 36
3 2 36
3 3 37
3 4 37
4 1 36
4 2 36
4 3 37
4 4 36
5 1 36
5 2 37
5 3 36
5 4 36
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3. Porcentaje de motilidad esper mética en masa registrada por semental al momento

dela colecta (dia cero).

Semental NUmero de Por centaje de
colecta motilidad esper matica

QOO OARADMEREBRWWWWNNNNRERRPRERE
AP WONFRPA~AWONRFPPAAONPRAAONEPRRONE
SHREFERE8EEC8EEC8EE8EERS
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4. Registro de las variables evaluadas por semental y nimero de colecta de
porcentaje de motilidad espermética en masa, dafo acrosomal y anormalidades
espermaticas morfoldgicas secundarias, obtenidos en los dias 1, 3, 5y 7 de

almacenamiento mantenidos en € diluyente XT-R®.

Porcentaje Porcentaje de
de anor malidades
NUmero Diade motilidad  Porcentaje esper maticas
Semental decolecta Diluyente almacenaje espermatica  dedafio mor foldgicas
en masa acrosomal secundarias
1 1 XTR D1 90 6 6
1 2 XTR D1 90 4 11
1 3 XTR D1 85 6 11
1 4 XTR D1 85 7
2 1 XTR D1 90 5
2 2 XTR D1 85 6
2 3 XTR D1 90 3 11
2 4 XTR D1 90 6 10
3 1 XTR D1 80 4 5
3 2 XTR D1 90 5 8
3 3 XTR D1 90 3 9
3 4 XTR D1 90 4 9
4 1 XTR D1 90 3 9
4 2 XTR D1 90 3 10
4 3 XTR D1 90 7 5
4 4 XTR D1 90 5
5 1 XTR D1 90 4
5 2 XTR D1 90 5 14
5 3 XTR D1 90 5 12
5 4 XTR D1 90 5 12
1 1 XTR D3 85 8 6
1 2 XTR D3 85 7 12
1 3 XTR D3 75 7 12
1 4 XTR D3 80 8
2 1 XTR D3 85 6
2 2 XTR D3 80 7
2 3 XTR D3 80 5 11
2 4 XTR D3 85 8 11
3 1 XTR D3 75 4
3 2 XTR D3 85 6
3 3 XTR D3 85 7
3 4 XTR D3 80 6 11
4 1 XTR D3 80 3 9
4 2 XTR D3 80 7 10
4 3 XTR D3 85 9 7
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80
80
75
80
80
70
80
70
70
80
75
75
70
70
85
80
75
75
75
75
75
70
70
70
75
70
75
60
60
70
75
70
60
60
60
65
65

D3

XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR
XTR

D3

17
12

D3

D3

13

D3

D5

13
14

D5

D5

D5

D5

D5

13
11

D5

10

D5

D5

D5

10
13

D5

D5

D5

12

D5

10

D5

D5

D5

17

D5

14
13

D5

D5

11

D7

13

D7

14

D7

D7

D7

10

D7

14
11

D7

10

D7

D7

D7

11

D7

13
10
13

D7

65
75
60
75
65
65
50
60

D7

D7

12

D7

10
11

D7

D7

18
15
14

D7

10

D7

D7
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5. Registro de las variables evaluadas por semental y numero de colecta de
porcentaje de motilidad espermatica en masa, dafio acrosomal y anormalidades
espermaticas morfoldgicas secundarias, obtenidos en los dias 1, 3, 5y 7 de

almacenamiento mantenidos en €l diluyente MR-A®.

Porcentaje Por centaje de
Nuamero de Porcentaje  anormalidades
de Diade motilidad de dafio esper maticas
Semental  colecta  Diluyente almacenaje espermatica acrosomal mor fol 6gicas
en masa secundarias
1 1 MRA D1 90 5 7
1 2 MRA D1 80 5 20
1 3 MRA D1 90 5
1 4 MRA D1 90 6
2 1 MRA D1 85 4 15
2 2 MRA D1 90 2 10
2 3 MRA D1 90 4 12
2 4 MRA D1 80 4 18
3 1 MRA D1 90 5 12
3 2 MRA D1 90 5 12
3 3 MRA D1 90 5 9
3 4 MRA D1 85 4 15
4 1 MRA D1 90 6 11
4 2 MRA D1 85 4
4 3 MRA D1 85 5
4 4 MRA D1 90 6
5 1 MRA D1 80 3 20
5 2 MRA D1 90 3 9
5 3 MRA D1 80 6 16
5 4 MRA D1 90 6
1 1 MRA D3 80 7
1 2 MRA D3 80 8 20
1 3 MRA D3 80 7
1 4 MRA D3 85 8
2 1 MRA D3 85 6 16
2 2 MRA D3 80 4 11
2 3 MRA D3 85 6 12
2 4 MRA D3 75 4 17
3 1 MRA D3 85 5 12
3 2 MRA D3 80 9 12
3 3 MRA D3 85 7 12
3 4 MRA D3 85 6 16
4 1 MRA D3 85 7 12
4 2 MRA D3 70 5 11
4 3 MRA D3 80 7 8
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80
80
80
80
80
75
70
75
75
80
70
75
75
75
80
70
80
80
70
75
70
70
70
75
75
65
65
60
60
70
65
65

D3

MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA
MRA

MRA

20

D3

D3

17

D3

D3

D5

22

D5

D5

D5

16
13
14
18
14
14
13
16
13
12

D5

D5

D5

D5

D5

11

D5

D5

D5

D5

D5

D5

D5

22
11
17

D5

D5

D5

D5

10
22

D7

D7

D7

D7

16
14
16
20
16
15
13
16
13
14
10

D7

D7

D7

65
65
70
65
70
75
65
65

D7

D7

11

D7

D7

D7

D7

D7

D7

65
65
60
70
60

D7

22
13
18
10

D7

D7

11

D7

D7
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