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RESUMEN

La inseminacion artificial es una técnica biotecnoldgica de gran impacto en la mejora
genética. Sin embargo, el costo de los diluyentes comerciales disponibles limitan su
utilizacién. Este estudio tuvo como objetivo comparar el efecto de un diluyente
convencional vs diluyente comercial sobre la calidad seminal en cerdos. Un
semental adulto de la raza Pietrain fue utilizado para la colecta de cuatro eyaculados
con intervalos de 6 dias entre eyaculados. El semen fue diluido en dos tratamientos,
obteniendo 14 muestras por tratamiento de cada eyaculado y refrigeradas a 16 °C.
Los tratamientos fueron: DCOM) semen diluido en un diluyente liofilizado comercial;
y DC) semen diluido en un diluyente convencional. Dos muestras por tratamiento
fueron utilizadas para determinar la motilidad espermatica individual (M1%),
porcentaje de espermatozoides vivos (EV%) dos horas posterior a la dilucion y cada
24 horas por siete dias. Se determiné el costo de diluyente por muestra procesada.
No hubo diferencias entre tratamientos para la MI1% y EV% entre tratamientos
(p>0.05). En cuanto a los dias de evaluacion, hubo diferencias significativas para la
MI%, con valores ideales para ambos tratamientos hasta el dia 3 post dilucidon
(p<0.05). Adicionalmente, no hubo diferencias significativas para EV% entre los dias
de evaluacion (p>0.05); sin embargo, numeéricamente, ambos tratamientos
mantuvieron valores dentro de los rangos hasta el dia 3 posterior a la dilucién. Los
costos de diluyentes para las dosis de DCOM y DC fueron de $0.70 versus $0.11,
respectivamente. En conclusion el diluyente convencional mostré una similar
capacidad de mantener las caracteristicas seminales que el diluyente comercial

hasta el dia 3 posterior a la dilucién, con un menor costo de inversion en diluyentes.



ABSTRAC

Artificial insemination is a biotechnological technique with great impact on genetic
improvement. However, the cost of available commercial extenders limit their use.
The objective of this study was to compare the effect of a conventional extender
vs. a commercial extender on semen quality in pigs. An adult male, Pietrain breed,
was used to collect four ejaculates with intervals of 6 days between ejaculates. The
semen was diluted in two treatments, obtaining 14 samples per treatment from
each ejaculate and refrigerated at 16 °C. The treatments were: DCOM) semen
diluted in a commercial lyophilized extender; and DC) semen diluted in a
conventional extender. Two samples per treatment were used to determine
individual sperm motility (IM%), percentage of live sperm (EV%) and percentage of
dead sperm (ME%) two hours after dilution and every 24 hours for seven days.
The cost of diluent per sample processed was determined. There were no statistics
differences between treatments for MI1% and EV% (p>0.05). Regarding the days,
there were significant differences for the MI%, with ideal values for both treatments
until day 3 post dilution (p<0.05). Additionally, there were no significant differences
for EV% between days (p>0.05); However, numerically, both treatments-
maintained values within the ranges until day 3 after dilution. Extender costs for
each DCOM and DC doses were $0.70 versus $0.11, respectively. The
conventional extender showed a similar capacity to maintain seminal
characteristics as the commercial extender until day 3 after dilution, with a lower

investment cost.

Key words: dilution, sperm, ejaculate, motility, semen.
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INTRODUCCION

La combinacion de los avances en las biotecnologias en reproduccion animal
asistida en la especie porcina permite hoy dia abrir un amplio horizonte en la
reproduccion y produccion animal en beneficio de la optimizacion de la eficiencia
reproductiva de esta especie (Cérdova, 2017). En sistemas de produccion porcina
intensiva, los sementales determinan su eficiencia, como la capacidad de dosis
producidas de semental por semana (Rocha et al., 2005).

La inseminacion artificial, ha desempefado un papel importante en la crianza
del ganado porcino contribuyendo al progreso genético con una mejora en los
rendimientos (Arisnabarreta & Allende, 2017). La dilucion del semen y su posterior
enfriamiento tiene como objetivo reducir la actividad metabdlica de la célula
espermatica, disminuyendo el consumo de energia (Althouse et al., 1998). De esta
forma, se consigue rentabilizar al maximo al eyaculado y optimizar el manejo en la
granja (Gémez et al., 2008).

Algunas de las ventajas que confieren los diluyentes, incluyendo los
convencionales, es el uso de una concentracion espermatica baja, que permite
realizar mas inseminaciones con una sola recoleccion, y manteniendo una
adecuada motilidad de las células espermaticas (Cuenca & Avellaneda, 2017). Sin
embargo, el alto costo de los diluyentes comerciales es una limitante para los
pequenos productores que no pueden costear este tipo de técnicas reproductivas.
Basado en lo antes mencionado, se justifica la realizacion de este estudio donde se
evaluaran formulas convencionales de diluyentes para la preservacion del semen
porcino.

Este estudio tuvo como objetivo la evaluacion de la formula de un diluyente
convencional y determinar su capacidad preservadora de las caracteristicas
seminales en comparacion a aquellas obtenidas por diluyentes comerciales

disponibles en el mercado.



l. MARCO TEORICO

1.1. Sistema Reproductor Del Macho

La funcion principal de todo el aparato reproductor masculino es producir
espermatozoides, hormonas masculinas y transportar esos espermatozoides en su
funcion reproductora (Aragon, 1987). El aparato reproductor del macho consta de
testiculos, epididimo, conductos deferentes, uretra, pene y glandulas sexuales
accesorias (Sanchez, 2019).

1.2. Partes del Aparato Reproductor del Verraco:
1.2.1. Testiculos
Organos sexuales primarios con funcién exocrina (produccién celular de

espermatozoides) y endocrina (produccion de las células de Leydi y de Sertoli).

1.2.2. Epididimos

Consta de cabeza, cuerpo y cola. En la cabeza y cuerpo se lleva a cabo la
maduracion de los espermatozoides, mientras que en la cola se reabsorben y
fagocitan las gotas citoplasmaticas de los espermatozoides hasta que son
expulsados (aproximadamente 14 dias) (Williams, 2013; Estrada & Martinez, 2017;
Trujillo et al., 2017). Ademas, si no hay eyaculacion los espermios son absorbidos
por la cola del epididimo.

1.2.3. Conductos deferentes
Transportan a los espermatozoides hacia la uretra (Galina, 2009; Truijillo et al.,
2017).

1.2.4. Uretra
Conducto encargado tanto del transporte de la orina fuera de la vejiga, como
los espermatozoides y del liquido prostatico en el eyaculado (Alamo, 2007).

1.2.5. Pene
Organo sexual externo que permite el apareamiento, posee forma de
tirabuzon, permitiendo adaptarse al cérvix de la cerda en el momento de la copula,

clasificandose como fibroelastico (Galina, 2009; Truijillo et al, 2017).



1.2.6. Glandulas accesorias

Aportan la porcion liquida al semen, se compone de sustancias nutritivas que
ayudan a mantener la viabilidad de los espermatozoides. Estas son: prostata,
vesiculas seminales, glandulas bulbouretrales o de Cowper, y otras menores que
segregan el plasma seminal que constituira junto con los espermatozoides el
eyaculado final. La secrecion de la prostata contiene acido citrico, acido ascorbico,
proteinas, lipidos y azucares, constituyendo hasta el 60% del volumen total del
eyaculado. Las vesiculas seminales sirven como depésito y secretan material
mucoide rico en fructosa y otras sustancias nutritivas, y prostaglandinas. La
secrecion, de las glandulas bulbouretrales es gelatinosa (tapioca) y constituye la
ultima parte del eyaculado (Galina, 2009; Trujillo et al., 2017).

1.3. Modificaciones Quimicas del Espermatozoide Durante la Maduracion:

Entre las modificaciones que puede experimentar el espermatozoide durante
su maduracion se encuentran cambios en la composicién de los fosfolipidos de
membrana y cantidad de colesterol en proporcion a los fosfolipidos; incremento de
las uniones disulfuro; incremento de la carga neta negativa de la superficie;
relocalizacion de antigenos de superficie; modificacidn, eliminacion y adicién de
proteinas de superficie (Cuasnicu et al., 1984; Cooper, 1998).

Mencionan Frenette y Sullivan (2001) en sus estudios que en las
modificaciones proteicas se observan que muchas de estas proteinas estan
asociadas a la superficie del espermatozoide y poseen anclajes glicosil-fosfatidil-
inositol (GPI). EI GPI es un glicolipido cuya funcion biolégica es el anclaje de
proteinas a la membrana celular (Diaz et al., 2017).

Las proteinas de origen epididimario y las que se encuentran ancladas a la
membrana plasmatica por GPI, son secretadas por un mecanismo desconocido
(Kirchhoff y Hale, 1996).

1.4. Coleccién De Semen
La recoleccion del esperma constituye una premisa fundamental en la

metodologia de la inseminacion artificial (Pérez & Pérez, 1990). Por ello se requiere



programar a los machos a intervalos Optimos, prepararlos sexualmente y aplicar
técnicas correctas (Hafez, 1996).

El principal requisito durante la eyaculacion del verraco es la presion que ejerce
el cuello uterino de la cerda sobre la zona espiral del pene. Esto puede ser
facilmente simulado por presion manual del pene (Camacho, 2000).

Mazzarri et al. (1986), determinaron que, al aumentar la frecuencia de uso,
disminuia en 76% el numero de espermatozoides por eyaculado en verracos con
recolecciones diarias. El efecto es mas acentuado sobre la cantidad que sobre la
calidad.

1.5. Factores Que Influyen En La Calidad Del Semen

1.5.1. Edad

Influye sobre el volumen y concentracion espermatica (Frunza et al., 2008). La
espermatogénesis inicia entre los tres a cuatro meses de edad y la ereccion del
pene es posible observarlo a los cinco meses, por ello los primeros eyaculados se
colectan a partir de los siete a ocho meses, cuando el reproductor alcanza entre 70
a 100 kilos vivo (Weitze, 2000).

Segun Cameron & Vickers (1986) la concentracion de los espermatozoides se
incrementa considerablemente a partir de los 7 a 8 meses hasta el afo de edad,
luego se mantiene hasta la etapa de adulto.

Williams (1981); Del Toro et al. (1986); Coraza et al. (1990) y Gil et al. (1991);
establecen que al igual que el volumen, las variables motilidad y concentracion

espermatica se encuentran influenciadas por la edad de los sementales.

1.5.2. Nutricién

Para obtener un eyaculado con buenas caracteristicas es necesario manejar
a los reproductores de manera individual y mantener un plan nutricional correcto
(Marchesi y Cesarini, 2012).

Durante la etapa de crecimiento es necesario controlar la ganancia de peso
vivo diaria (GPVD) para obtener eyaculados de calidad. Marchesi y Cesarini (2012)
mencionan que las ganancias de peso vivo mayores a 190 gramos diarios afectan

la motilidad espermatica de manera negativa, y cuando incrementa a 248 gramos



diarios se asocia con menor volumen de semen y un incremento de anomalias

espermaticas.

1.5.3. Ritmo de coleccién

La frecuencia de las colecciones presenta una correlacion inversa con el
volumen del eyaculado y la concentracién espermatica (Strzezek et al., 2000;
Rodriguez & Wallgren, 2000).

Es correcto no someter al verraco a un ritmo de colecta elevado a efectos de
no agotar las reservas, ni espaciar demasiado las mismas con el fin de mantener un
estimulo constante a la produccion del semen (Villa, 2015).

Mazzarri et al. (1986) menciona que, al aumentar el numero de colecciones, el
volumen del eyaculado disminuye un 20% en las frecuencias de dos y tres veces
por semana, con reducciones mayores si el semen es extraido todos los dias.

La frecuencia elevada de colecciones en el verraco origina alteraciones en el
patrén de secrecion y reabsorcion de los fluidos del epididimo, que ocasionarian
defectos en la maduracién y anormalidades en la motilidad de los espermatozoides
(Pruneda et al., 2005).

1.5.4. Raza

Influye en el volumen y concentracion espermatica del eyaculado. En los
estudios de Ramirez et al. (2000) el volumen del eyaculado del cerdo criollo varié
entre 39 a 155 mL, en comparacién con los cerdos de razas comerciales los cuales
presentan volumenes de semen entre 241 a 250 mL.

En los ultimos afos, con los nuevos métodos computarizados de evaluacion,
se ha determinado que la raza tiene influencia sobre la motilidad y fertilidad. El
efecto del verraco individual explica el 29% y 31% de la variacién total de la tasa de
fertilidad (TF) y numero de lechones nacidos vivos (LNV) en cerdas; mientras que
la linea genética explica el 22% y 18% de la variacion de TF y LNV, respectivamente
(Broeckhuijse et al., 2012).

1.5.5. Estacion

Se observa disminucion del volumen seminal durante los meses calidos
(Colenbrander & Kemp, 1990), disminucidon del numero total de espermatozoides
por eyaculado (Colenbrander & Kemp, 1990), disminucién de la motilidad (Trudeau



& Sandford, 1986), aumento de la incidencia de malformaciones y del pH (Trudeau
& Sanford, 1986), aumento del porcentaje de espermatozoides con acrosoma
anormal (Wettemann et al., 1976) y disminucién de la fertilidad (Weitze, 2000).

La temperatura ambiental 6ptima para obtener un buen eyaculado es 20°C.
Temperaturas elevadas por encima de 35°C, con periodos cortos de exposicion de
16 horas, generaron en los verracos un menor volumen y una disminucion del poder
fecundante del eyaculado, por dafos en la espermatogénesis (Cameron, 1986).
1.5.6. Volumen

La gran variacion del volumen seminal se explica por el tamafio de las
glandulas seminales y bulbouretrales, y al grado de estimulacion sexual alcanzado
antes de la colecta (Cooper, 1980).

1.5.7. pH

Los bajos o elevados niveles de la secrecion de las glandulas sexuales
accesorias son determinantes para que el pH del semen tenga una reaccion alcalina
o mas acida (King & Macpherson, 2005).

El semen con un pH elevado, por encima de 8, es indicador de un eyaculado
de baja calidad o que el verraco tiene un proceso infeccioso en el tracto genital. Las
variaciones de pH entre eyaculados de un mismo reproductor pueden ser generado
por el pH del epididimo, que es acido (entre 5,9 a 6,9), originado por la permanencia
de los espermatozoides en estado de anabiosis e inamovilidad (Frunza et al., 2008).
1.5.8. Concentracidén espermatica

El eyaculado del verraco se caracteriza por tener baja concentracion, que
excepcionalmente no pasa de los 500,000 espermatozoides/mm3 de semen (Tardif,
1999).

1.5.9. Aire

Debe evitarse el contacto con el aire durante el almacenamiento, ya que
aumenta el pH, lo que se correlaciona negativamente con la motilidad de los
espermatozoides (Vyt et al., 2004). Por lo tanto, se utilizan muchos sistemas
tamponadores diferentes para estabilizar el pH.



1.6. Dilucién De Semen

La dilucién y conservacidon del semen porcino en refrigeracidon es una practica
que brinda a la industria porcina la posibilidad de aprovechar al maximo la capacidad
reproductiva del verraco. Los diluyentes en donde se conserva el material seminal
deben proporcionar los nutrientes necesarios para el mantenimiento metabdlico de
la célula espermatica (Rugeles et al., 2013).

La membrana del espermatozoide porcino tiene una composicion de
fosfolipidos diferentes a las de otras especies de mamiferos, con un menor
porcentaje de fosfatidilcolina, y mayor de fosfatidiletanolamina y esfingomielina, y
mas importante aun, el porcentaje de colesterol. Debido a que la relacién colesterol-
fosfolipidos es muy baja, y éste esta distribuido asimétricamente, estando mas
presente en la monocapa externa que interna, hace que la interna sea

especialmente sensible al choque por frio (Magapor, 2019).

1.7. Diluyentes

Un diluyente se considera aquella solucion acuosa que permite aumentar el
volumen del eyaculado preservando las caracteristicas funcionales de los
espermatozoides manteniendo un nivel de fertilidad adecuado hasta el momento de
la inseminacion artificial (Valencia, 2006).

La principal caracteristica de los diluyentes es mantener viable la célula
espermatica lo mejor posible por un tiempo determinado (Cuenca et al., 2017).

En base a su composicion genérica los diluyentes deben proporcionar la
energia para el metabolismo de los espermatozoides, neutralizar residuos
metabadlicos, mantener el equilibrio osmdético y estabilizar las membranas de los
espermatozoides (Cuenca et al., 2017). Ademas, debe evitar las fluctuaciones de
pH mediante sustancias amortiguadoras o tampones (Gémez et al., 2008).

Un diluyente esta compuesto por fuentes de energia para que el
espermatozoide ascienda por el aparato genital de la hembra; de agentes
tamponadores para mantener el pH entre 6,8 y 7,4 el cual le permite reducir el
metabolismo y la motilidad de la célula espermatica, alargando su vida media; de
sales (cloruro de sodio o de potasio) para evitar el shock osmatico y la destruccion

celular; y, quelantes de calcio que son sustancias que capturan calcio impidiendo
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su utilizacion por parte del espermatozoide, lo cual prolonga también la vida del
mismo (Gomez et al., 2008).

1.8. Tipos de diluyentes

El diluyente utilizado para las dosis seminales es una solucion que permite
aumentar el volumen del eyaculado del cerdo, aumentar las dosis y preservar las
caracteristicas de los espermatozoides el cual contiene nutrientes que permite que
la vida del espermatozoide se alargue ya que es muy sensible al frio por lo que
deben estar conservadas a 15 - 20°C, y la disminucion de la temperatura hace que
pierda viabilidad de las dosis seminales (Gadea, 2003).

Los diluyentes seminales se han clasificados en dos grandes grupos: los de
conservacion a corto plazo (1-3 dias) y aquellos que tienen como objetivo la
conservacion del semen a largo plazo (mas de 4 dias) entre 15 - 20°C.

Hernandez (2009) expresa que se han utilizados varios tipos de diluyentes
para el mantenimiento del semen refrigerado, logrando los mejores efectos con los
diluyentes Beltsville Thaw Solution (BTS). Ya que permite mantener viable el
material espermatico a 17°C durante unos 5 dias, con un porcentaje de prefiez
superior al 80%, demostrando de esta manera que la temperatura de conservacion
del semen influye ampliamente en cuanto al nivel de fertilidad se refiere (Aleman et
al., 2007).

1.9. Diluyente de corta duracion

Se utilizan principalmente en lugares donde la distribucion de las dosis
seminales es a corta distancia, conservan el semen a 15° - 20°C (Rugeles et al.,
2013). Sus principales ventajas son la utilizacién espermatica baja, su bajo costo
de preparacion y baja tasa de motilidad espermatica.

Segun los estudios de Rueda (2011), este medio se caracteriza por afadir
una pequefa cantidad de potasio, que permite mantener la actividad de la bomba
sodio/potasio y evita la reduccidn de potasio intracelular que estaria asociada con

la disminucion de motilidad espermatica.



En la actualidad uno de los diluyentes de corta duracion mas usado es el BTS
(solucidn de congelacién de Beltsville), desarrollado por Pursel & Johnson (1975)
para congelar semen de cerdo y posteriormente adaptarlo para la conservacion en
refrigeracion (Pursel et al., 1978).

Ochoa et al. (2008) manifiestan que la conservacion del semen del cerdo es
realizada en base a diluyentes tipo salinos (BTS, Vital, X-Cell, Kiev, Reading,
Guelph. IVT, Modena, MR-A, etc.), los cuales no contienen ni leche ni yema de
huevo.

Sin duda, el descubrimiento de mayor alcance de Pursel & Johnson (1975) fue
el del medio BTS (Betsville Thawing Solution), disefiado inicialmente como medio
de descongelacion y posteriormente adaptado para semen refrigerado (Johnson et
al., 1988). BTS, probablemente el diluyente de semen mas utilizado en todo el
mundo se caracteriza por contener una pequefia cantidad de potasio. Esta
caracteristica preserva la bomba de sodio y potasio y, por lo tanto, evita el
agotamiento del potasio intracelular que esta relacionado con la reduccion de la
motilidad de los espermatozoides (Alvarez & Storey, 1982).

1.10. Diluyente de larga duracién

Se utilizan en zonas donde el lugar de produccién seminal y el lugar donde va
a ser utilizado el semen es distante (Rueda, 2009).

Son muy complejos, permitiendo conservaciones de 5 a 6 dias requiriendo
ciertas exigencias en cuanto a la fraccion que se va a recoger, tipo de dilucion con
agua destilada, control elevado de contaminacion bacteriana utilizando un
antimicrobiano no espermicida, y con una refrigeracién entre 15-17°C (Johnson et
al., 2000; Bin et al., 2017; Ochoa & Ortega, 2008; Yeste, 2017; Martin et al., 2019).

Segun Rueda et al. (2009), las principales ventajas que ofrece este diluyente
es la posibilidad de transportar el semen a largas distancias, ahorro de
importaciones y reduccion de costos por concepto de sementales, alimento e
instalaciones, ademas brindan una mejor distribucion de las muestras seminales.
Con ambos diluyentes se pueden realizar pruebas diagnosticas del semen antes de
ser utilizadas, para comprobar la presencia de microorganismos y calidad del

semen.



1.11. Inseminacion Artificial Ventajas Y Desventajas

Ventajas

. Permite tener un menor numero de verracos, con ahorro de espacios y costos
de mantenimiento.

. Permite la rapida difusién del material genético de los mejores verracos con
caracteristicas deseadas.

. Permite obtener lotes de lechones mas homogéneos.

. Incrementa la velocidad de seleccion, debido al mayor numero de
concepciones en menor tiempo.

. Se reduce el riesgo de transmision de enfermedades infecciosas por via
sexual.

o Se pueden prefiar multiples cerdas en un mismo dia, ya que con la
inseminacion artificial se aumenta el numero de servicios por eyaculado (Hidalgo,
2013).

o Permite controlar la calidad espermatica de los verracos que estan sujetos a
multiples efectos ambientales, de manejo y sanitarios (Kubus, 2011).

o Reduce el estrés de animales con problemas cardiacos o de claudicacion

durante la monta (Kubus, 2011).

Desventajas
. Si el semen no se transporta y almacena a una temperatura adecuada, podria

producir un shock térmico, quedando inservible.

. La falta de experiencia del personal podria lastimar el pene durante la
extraccion.

. Baja disponibilidad de semen en algunas zonas del pais (Gonzalez, 2018).

o Se expone el semen a diversos factores ambientes, los cuales pueden lograr

afectar al mismo (Gonzalez, 2018).

. Segun Cuéllar (2020) se debe reconocer que la optimizacion y la mejora en
los procesos reproductivos de las granjas porcinas con la implementacion de
servicios de asistencia reproductiva como la Inseminacion Artificial (1A), llevan a un

mayor rendimiento productivo de estas y mejora de la eficiencia en las crias.
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1.12. Anormalidades morfolégicas

Las anormalidades se producen por una espermatogénesis defectuosa,
consecuencia de la herencia, enfermedades, estrés por calor o frio, exposiciones a
condiciones ambientales adversas, reposo sexual prolongado (mayor de 60 dias) o
por el uso de técnicas inadecuadas en la manipulacion del semen (Strickland &
Dact, 2000).

1.13. Las anormalidades del esperma se clasifican en funcion de:
e La morfologia: cabeza, cola, pieza intermedia y presencia de gotas

citoplasmaticas (acumulos de citoplasma no reabsorbido en el proceso de
maduracion del espermatozoide) (Barth & Oko, 1989).

e La importancia: defectos mayores y menores (Blom, 1983).

e El origen: primarias, originadas durante la espermiogénesis en el testiculo y

secundarias: originadas en el epididimo o post eyaculacion (Barth & Oko, 1989).

Se pueden utilizar técnicas de valoracion subjetiva con diversas tinciones
(Eosina Nigrosina, Papanicolau, Giemsa, Diff-Quik), por fijacion con glutaraldehido
o formaldehido de la muestra y la valoracion por microscopia de contraste de fases
(Arbaiza, 2020). Indistintamente de su clasificacion, generalmente se acepta que
no deben existir mas de un 30% de anomalias morfolégicas en los recuentos
efectuados (Barth, 2000).

Las anormalidades del espermatozoide se clasifican en primarias y
secundarias. Las primarias: se originan en el testiculo y se relacionan con defectos
de la cabeza espermatica, acrosoma y presencia de gota citoplasmatica proximal.
Las secundarias: se originan en el epididimo y estan relacionadas con la presencia
de gota citoplasmatica distal y otros defectos del flagelo espermatico
(Chenoweth,1997).

Segun Gadea (2005) la morfologia espermatica en un parametro que parece
mostrar una correlacion con la fertilidad o al menos una tendencia.

La produccion de espermatozoides anormales puede deberse a la edad,
problemas nutricionales, enfermedades, factores ambientales (calor, heridas por
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traumatismos, sustancias tdéxicas, cambio de ambiente), como por razones
hormonales o genéticas (Madrid, 2004).

Las alteraciones en la morfologia pueden tener un origen genético, por lo cual
la importancia de la evaluacion de la morfologia espermatica es determinar la
presencia de espermatozoides con formas anormales utilizando la observacién de
extendidos seminales con diversas coloraciones, como la eosina-nigrosina (Madrid,
2004).

Es el porcentaje de espermatozoides vivos que existan en el semen colectado,
aspecto que se mide luego de determinar la motilidad. Para calcular la viabilidad se
hace uso de colorantes como eosina-negrosina. El aporte de este colorante se hace
mediante la coloracion de gametos masculinos muertos; por otro lado, las células
reproductoras masculinas que se encuentren vivas no se van a tefir. Para
determinar la calidad del semen, se conoce que el porcentaje de espermatozoides
vivos debe estar sobre el 70% (Cordova-lzquierdo, 2020).

1.14. Funcién y componente del diluyente BTS:

o Glucosa: utilizada para proporcionar energia, y por su valor
energético es la mas utilizada, aunque también se puede emplear galactosa,
fructosa, ribosa o trehalosa sin que los resultados hayan superado a la glucosa
(Cuenca & Avellaneda, 2017).

. Citrato de sodio: aporte mineral para garantizar el equilibrio
fisicoquimico (pH, equilibrio i6nico).

o EDTA: anticoagulante que permite evitar la aglutinacion y la
precipitacion de los espermatozoides en el diluyente.

. Bicarbonato de sodio: regulador del pH, agente alcalinizante, anti
aglutinante, leudante y estabilizante.

. Cloruro de potasio: empleadas como reguladoras de la presion
osmotica, es conocido que una caida de esta por debajo de los 200 mOsm
representa una reduccion significativa de la motilidad espermatica (Cuenca &
Avellaneda, 2017).
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1.15. Efectos de la contaminacion microbiana sobre la vida util de las
muestras

La contaminacion bacteriana es una de las causas mas comunes de baja
calidad de las dosis conservadas por mas de tres dias, y actualmente se le resta
importancia a la contaminacién de dosis seminales. Sin embargo, una coleccion
contaminada y un procesamiento inadecuado pueden resultar en conteos
bacterianos altos que se reflejan en resultados pobres en el desempefio
reproductivo de las cerdas (Althouse et al., 2000; Pinto et al., 2000).

Los microorganismos presentes en el semen afectan la viabilidad de los
espermatozoides, debido a la competencia por el mismo sustrato y por el efecto
nocivo que los metabolitos bacterianos provocan sobre la membrana celular, y que
debido a la contaminacion se presentan fenomenos de aglutinacion, disminucion del
tiempo de conservacién, retorno de las cerdas al estro y descargas vaginales
posteriores a la inseminacion (Acosta et al., 2011).

El semen se puede contaminar como consecuencia de procedimientos
higiénicos deficientes durante la coleccion, evaluacion y envasado (Martinez, 2002).

Existen muchos factores que pueden influir directamente sobre la calidad y
conservacion del semen porcino, dentro de ellos, uno de los mas importantes es la
contaminacion por microorganismos (Garcia et al., 1998). Esta contaminacion
ocurre habitualmente durante el proceso de la extraccion (Arauz et al., 2000) o
puede provenir del aparato génito-urinario del semental, la cual puede ocasionar

una disminucion de la fertilidad (Serrano et al., 1994; Conza et al., 2004).
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Il. MARCO METODOLOGICO

La fase experimental se realiz6 en una instalacion convencional abierta,
ubicada en el Centro de Investigacion Agropecuaria de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, en el corregimiento de Chiriqui, Panama; localizado a 8°23°15.12"
latitud norte y 82°19°47.48” longitud oeste, y con una elevacion de 26 msnm.

Se utilizé un verraco adulto de la raza Pietrain con un peso promedio de 295
Kg (3 afos aproximadamente) con el objetivo de comparar la capacidad
conservante del semen porcino de un diluyente comercias versus un diluyente
convencional.

Se realizaron 4 colectas de semen con un intervalo de 6 dias
de descanso entre cada colecta. La extraccion de semen se realizé en horas de la
mafana (8:00-9:00 a.m.). Los tratamientos fueron: Dcom) Diluyente comercial de
larga duracion; DCon) Diluyente convencional compuesto de (37 g de glucosa, 6.0
g de citrato de sodio, 1.25 g de EDTA, 1.25 de bicarbonato de sodio, y 0.75 de
cloruro de potasio/litro de agua destilada).

La porcion espermatica y post espermatica del eyaculado fue colectada en una
bolsa con filtro, y colocado en un bafio maria con temperatura de 38°C para su
posterior analisis. Adicionalmente, los diluyentes se prepararon y se colocaron en
un bafo maria a 38°C, buscando asi la misma temperatura del semen como para el

diluyente.

El volumen seminal se determind con la ayuda de una balanza digital. El
semen posterior a su colecta fue pesado y se registro el volumen obtenido.

La motilidad individual (M1%) fue evaluada subjetivamente donde se colocé 10
pul de semen sobre un portaobjeto atemperado a 37°C y se evaluaron los
movimientos en masa utilizando un microscopio con aumento de 10x, y los
movimientos individuales a un aumento de 40x, segun la metodologia descrita por
Amann & Waberski (2014).

La concentracion espermatica se determiné mediante un fotdmetro (Minitube,

Germany).
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El porcentaje de vivos (EV%) fue evaluado mediante la metodologia de
Kondracki et al. (2017) haciendo uso de una tincion basada en eosina y nigrosina.

El porcentaje de patologias espermaticas se determind mediante la evaluacion
de anomalidades morfologicas de la célula. Se realiz6 una dilucion 1:100 de semen
y formaldehido, se colocaron 10 pl de semen sobre un portaobjeto y se enfoco en
un microscopio con un aumento de 40x. Se realizaron conteos de 200 células y se
clasificaron en células espermaticas con estructura morfolégica correcta y células
con anomalias morfolégicas. Las células con anomalias morfologicas fueron
subclasificadas en patologias primarias o secundarias segun Zemjanis (1987).

Luego de la evaluacion seminal inicial, el semen se diluy6é a 3 billones de
espermatozoides/ml como dosis final, manteniendo asi la misma concentracion
espermatica en todos los tratamientos. Se obtuvieron siete dosis seminales de 100
ml por cada tratamiento. El semen diluido se mantuvo a temperatura ambiente por
2 horas para posteriormente ser colocados en una nevera refrigerada a una

temperatura ajustada a 16°C.

Evaluaciones de motilidad masal, individual y el porcentaje de vivos fueron
nuevamente evaluados posterior a la dilucién, dos horas post dilucion, y cada 24
horas post refrigeracion durante 7 dias.

Los datos se ingresaron en una hoja de calculo de Microsoft Excel® 2021 para
su procesamiento. Los datos fueron sometidos a evaluacion de los supuestos
utilizando la prueba de Shapiro-Wilk’s, para valorar normalidad y Levene para
homogeneidad de varianza. Se utilizé un disefio completamente al azar, y se utilizé
el PROC ANOVA de SAS 9.3®. para el analisis de varianza.

Estadisticamente, valores de p <0.05 fueron considerados como diferencias,

mientras que valores de p <0.10 como una tendencia a diferir.
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Tabla 1. Composicion del diluyente convencional BTS.

Reactivos (gL
CeH1206 37
NaszCeHs07 6.0
EDTA 1.25
NaHCOs3 1.25
KCI 0.75

CesH1206: Glucosa; NasCeHsO7: Citrato de sodio; EDTA: Acido etilendiaminotetraacético;
NaHCOs: Bicarbonato de sodio; KCI: Cloruro de potasio.

El diluyente convencional BTS se realizé pesando los diferentes reactivos en
un vaso quimico sobre una balanza segun el orden presentado en la (Tabla 1).
Posterior a su pesaje se empieza a mezclar con la ayuda de un agitador magnético,
agregandole agua destilada. Hasta que el soluto se haya diluido perfectamente con
el solvente, se traspasa a un matraz aforado de 2 litros. Después de depositada la
solucion en el matraz aforado, se mezcla agitandolo manualmente hasta ver que se
haya homogenizado en su totalidad. Posterior a su dilucion, se almacena en un

envase o recipiente lo mas hermético posible, para luego ser refrigerado (16°C).
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M. RESULTADOS Y DISCUSION

Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos para el porcentaje
de motilidad individual (p<0.05, Tabla 2), mientras que en el porcentaje de
espermatozoides vivos y muertos no se obtuvieron diferencias significativas entre
los tratamientos. Sin embargo, numeéricamente, EV% del DCom fue mayor que el
DCon.

Tabla 2. Efectos de diferentes diluyentes sobre variables seminales en cerdos:
promedio de la fase experimental.

Tratamientos

Variables DCom DCon p-Trt
MI% 79.30 + 3.85 77.4 +£3.42 0.63
EV% 73.4 +1.41 69.81 £ 1.42 0.08

MI%: porcentaje de motilidiad individual; EV%: porcentaje de espemetozoides vivos; DCom:
diluyente comercial; DCon: diluyente convecional BTS.

Estudios realizados por Dubé et al. (2004) y Vyt et al. (2004) encontraron
diferencias en la MI% entre diluyentes de larga y media duracion. La pérdida de la
motilidad se debe a diferentes factores, principalmente a la duracion del periodo de
conservacion. Hernandez et al. (2004) observaron una reduccion del 7% de la
motilidad cada 24 horas en el medio D16. Mientras que Kommisrud et al. (2002)
encontraron similares resultados en cuanto a motilidad individual con un semen

conservado por 5 dias en el medio BTS.

Dado que los diluyentes incluyen glucosa entre sus componentes, y debido a
que la temperatura de almacenamiento de las dosis seminales es de 16° - 17°C,
esto facilita el crecimiento de la mayoria de las bacterias Gram negativas
incluyendo E. coli, Salmonella y Pseudomonas, la contaminacion bacteriana
conlleva una serie de alteraciones que incluyen una disminucion de la motilidad
espermatica, aglutinacion espermatica y un aumento de la proporcion de
acrosomas (Althouse et al., 2000). Colenbrander et al. (1993) indica que la adicion
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de una adecuada concentracion de antibidticos mejora la supervivencia

espermatica ademas de mejorar los resultados de fertilidad.

La pérdida de adenosin trifosfato (ATP) y adenosin monofosfato ciclico
(AMPc), asi como la reduccion de la entrada de calcio, que conllevan a la pérdida
motilidad (Johnson et al., 2000). Por otra parte, otras investigaciones realizadas por
Cordova-lzquierdo (2020) y Rodriguez (2005), respaldan que para que un
eyaculado sea considerado normal, la motilidad espermatica no debe ser menor
70%. Asi también, Barth & Oko (1989) afirman que no debe existir mas de un 30%
de anomalias morfolégicas en los recuentos efectuados. En resumen, los resultados
para la variable de porcentaje de motilidad espermatica obtenidos en esta
investigacion (Tabla 2), se encuentran dentro del rango establecido para la dilucién
del semen, presentando una diferencia de 1.9% mayor para la MI% del DCom.
Adicionalmente, la diferencia obtenida para EV% fue de 3.59%, mayor para el DCom

y de 3.23% menor para el DCon.
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Con relacion a la comparativa por dias, se encontraron diferencias para el porcentaje de motilidad individual

entre tratamiento, con una mayor disminucion en la motilidad de los espermatozoides del tratamiento BTS (p< 0.05,

Tabla 3). Sin embargo, no se encontraron diferencias para el porcentaje de vivos. (p> 0.05).

Tabla 3. Efectos de diferentes diluyentes sobre las diferencias entre los dias de muestreo.

Dias
Variable 0 1 2 3
Ml 94.63 +2.13a 945 +0.98a 78.25 + 6.89b 71.88 +7.57b
TC EV% 78.35+2.69 754 +2.25 71.96 + 3.57 71.38 £+ 2.87
Ml 93.5+1.15a 90.75 + 0.97b 83.25 + 1.60c 72.625 + 2.52d
BTS EV% 70.79 + 2.41 70.18 £ 3.1 69.74 £+ 5.53 69.60 + 2.69

P. value

0.0039
0.3294

0.0001
0.9950

MI1%: motilidiad individual; EV%: espemetozoides vivos.
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Segun el estudio realizado por Vyt et al. (2004), se observo una disminucion
significativa en la MI% del semen con cinco diluyentes diferentes, pero en dicha
investigacion, hubo una mayor motilidad en cuanto al semen diluido con BTS que
con un diluyente a largo plazo. Esto contrasta con otros estudios, donde el semen
diluido con BTS mostré una menor MI% en comparacion con los espermatozoides
comparados con un diluyente comercial de largo plazo (Huo et al., 2002; Kommisrud
et al., 2002; Dubé et al., 2004). En nuestra investigacion se observo una marcada
reduccion en el porcentaje de motilidad individual de los espermatozoides, con
relacion al intervalo entre dias analizados para los diluyentes estudiados.

Estudios realizados por Huo et al. (2002), Kommisrud et al. (2002) y Dubé et
al. (2004) cometan que la ausencia de diferencias entre los diluyentes estudiados
indica que el plazo maximo de utilizacion de muestras en las condiciones productivas
es de 3 dias, donde el diluyente comercial no mostr6 mayor capacidad para

mantener la viabilidad espermatica por mayor tiempo.

En todos los parametros evaluados y para todos los diluyentes, la mayor
disminucién en los valores se produjo en el primer dia de conservacion. Este
resultado es consistente con lo expresado por Kumaresan et al. (2009); contrario a
esto, el estudio de De Ambrogi et al. (2006), relatdé el mayor descenso de motilidad

alas 72 horas.

El MI% muestra una marcada diferencia significativa en comparacién con
EV%, el cual no defirio. La MI% muestra una disminucién desde el dia de colecta
(dia 0), hasta el ultimo dia de viabilidad de utilizacion (dia 3). Resultados reportados
por Hernandez (2009), Moraes y Moreira (1995), Valenca y Guerra (2007), quienes
plantearon que el descenso gradual de la calidad espermatica con relacién al tiempo
de conservacion se debe posiblemente al efecto de peroxidacion que ocurre en los
espermatozoides. Por ello, en el presente estudio solo se conservdé semen porcino

diluido BTS por un periodo de 72 horas.

El estrés oxidativo de los espermatozoides segun estudios de Chihuailaf et al.
(2002), Venéreo (2002) y Olguin et al. (2004), es un desequilibrio bioquimico
ocasionado por la produccion excesiva de radicales libres, los cuales exceden la
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capacidad antioxidante de un organismo o por una disminucidn en la respuesta
homeostatica de las células o tejidos, provocando dafio oxidativo a las

biomoléculas.

Los espermatozoides son muy susceptibles al estrés oxidativo vy
particularmente en la peroxidacién lipidica (LOP) debido a su alto contenido en
acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) en la membrana plasmatica (Venéreo,
2002). Un estado de estrés oxidativo induce en la célula efectos perjudiciales por la
oxidacion de lipidos, proteinas, carbohidratos y nucleétidos, lo cual provoca
acumulacion de agregados intracelulares, disfuncion mitocondrial, citotoxicidad y

apoptosis (Hicks et al., 2006).

Cuando se produce la peroxidacion lipidica (LOP) se pierde el 60% de los
acidos grasos de membrana (Jones et al., 1979), lo que conlleva a la pérdida de la
integridad de esta, alterandose la cohesion, fluidez, permeabilidad y funcidn

metabdlica de la membrana, produciéndose finalmente la muerte celular.

La temperatura afectd negativamente las caracteristicas seminales de los
porcinos (Fuentes et al., 1992). Segun Colembrader y Kemp (1990), la produccién
espermatica del verraco es afectada a partir de 29°C originando descenso en la
motilidad espermatica y un incremento en el numero de espermatozoides con
anormalidades morfoldgicas; y son observadas cuando los verracos son expuestos
a estrés por calor y cuando son sometidos a 35°C por 100 horas (Colenbrader &
Kemp, 1990).

Las altas temperaturas ambientales disminuyen la produccion y motilidad
espermatica, y provocan un incremento en el numero de espermatozoides
anormales (Larsson y Einarsson, 1984). Las variaciones de 1 0 2°C de temperatura
provocan afectaciones a los espermatozoides del semen porcino, ya que son
particularmente sensibles a los cambios térmicos; siendo asi necesario su
refrigeracion a 17°C. Cambios en la temperatura pudieron ser los causantes de que
la motilidad de los espermatozoides se haya reducido a una vida util de 3 dias, por
lo cual es de suma importancia el cuidado de la temperatura al momento de su

coleccion, dilucion, refrigeracion y en la post refrigeracion.

21



Al tomar las muestras de semen del verraco, estaba sometido a alto estrés
caldrico propio de las temperaturas de nuestro clima tropical y el mismo estrés de
la extraccion en si de la manipulacion humana, influyendo grandemente en la gran

mortalidad de los espermatozoides.

Tabla 4. Componentes del diluyente BTS y sus costos.

Reactivo Cantidad Costo
Glucosa 74 g B/. 0.53

Citrato de sodio 12 g B/.0.12

EDTA 2.50¢g B/.0.62
Bicarbonato de sodio 250¢g B/.0.01

Cloruro de potasio 159 B/.0.15
Envases 20 B/.0.80

Total B/. 2.23 /20

dosis = B/. 0.11

Componentes del diluyente convencional BTS con sus cantidades, en el cual se puede apreciar el costo por

dilucién y de manera individual.

El diluyente convencional BTS es mundialmente utilizado, por su aporte de
potasio, permitiendo mantener la actividad de la bomba sodio-potasio; evitando asi
la reduccion del potasio intracelular, asociado con la reduccion de la motilidad
espermatica (Rueda, 2011). También cuenta con la adicion de un agente quelante
(EDTA), el cual permite bloquear la accion del calcio, mejorando los procesos de
capacitacioén y reaccion cromosomica. Su preparacion asegura que los productos
utilizados son de calidad y la cantidad correcta, como también su rentabilidad en
cuanto al costo/beneficio para pequenos y grandes productores. Existiendo una
diferencia de B/. 0.59 por dosis, cabe destacar que, por lo general en explotaciones
grandes, se insemina en promedio 20 cerdas diarias, lo que representa un costo
diario de B/.11.80 y por mes de B/. 354.00. Dinero que puede ser invertido para
cubrir otras necesidades de la explotacion y hacerla aun mas rentable. El diluyente
BTS también es ventajoso ya que, al ser un diluyente de corta duracion le es

funcional a un pequefio productor, de modo que, si N0 es necesario su conservacion
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por mas de cuatro dias, lo mas conveniente seria la utilizacion de un diluyente de
corta duracion, por su bajo costo, facil preparacion y su ofrecimiento de resultados
similares a los diluyentes de larga duracion.
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IV. CONCLUSIONES

La utilizacion de diluyentes convencionales pueden mantener las
caracteristicas seminales de manera similar que diluyentes comerciales, hasta tres

dias post colecta, en nuestras condiciones.

El diluyente convencional se vio afectado por diversos factores como
temperatura, estacion del afio y contaminacion bacteriana, los cuales fueron

determinantes en la viabilidad de este.
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V.

RECOMENDACIONES

Se les debe brindar alimentos que satisfagan los requerimientos
nutricionales de los verracos, para asi obtener mayores beneficios
productivos y reproductivos.

Insentivar el uso de técnicas adecuadas para evitar la contaminacién del
eyaculado por agentes patdgenos presentes en el medio.

Seguir los estudios de diluyentes convencionales con la adicion de
antibioticos, para reducir la presencia de microorganismos en las
muestras pasados los 4 dias.

Compartir los resultados obtenidos del potencial reproductivo del semen
porcino a pequefios y medianos productores, técnicos y estudiantes.

Se recomienda a los productores utilizar el diluyente convecional, ya que
en costo/beneficio le es rentable en grandes explotaciones.

Es necesario que en Panama se promueva la investigacion cientifica
tomando las condiciones reales que afectan nuestro pais, para lograr
mejoras sustanciales en el material genético obtenido dado que, la
imitacion no resuelve el problema porque nuestras condiciones

ambientales son diferentes al resto de Latinoamérica.
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VII. ANEXOS

Anexo 1. Evaluacion seminal en el laboratorio.
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Anexo 3. Evaluacion de dosis seminales
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