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RESUMEN: El objetivo del presente estudio fue evaluar los cambios de pH, morfologia, integridad
acrosomal y supervivencia espermatica, de semen diluido en BTS y refrigerado de 11 verracos (siete linea
paterna y cuatro linea materna), cada 24 horas, desde 0 h (momento de recepcion) hasta 120 h, tres veces con
intervalos de un mes. Los analisis estadisticos se realizaron usando PROC GLM, MIXED y GENMOD de SAS
(SAS Inst. Cary, NC), por medio de un modelo mixto para evaluar el efecto del tiempo de almacenamiento
(TA) y de linea, sobre las variables evaluadas. Se utilizo la prueba de y? para evaluar el efecto TA sobre
células de descamacion y aglutinacion. A las 120 h, los espermatozoides con acrosoma normal disminuyeron;
la linea materna tuvo 24,3% menos probabilidades de presentar aglutinacion espermatica. No se encontrd
efecto significativo de linea y TA sobre: morfologia, pH, supervivencia espermatica y presencia de células de
descamacion. Se concluy6 que el semen porcino diluido en BTS, con 3x10° espermatozoides y refrigerado,
mantiene caracteristicas indicativas de viabilidad hasta las 120 h de almacenamiento. La evaluacion seminal
in vitro es una herramienta que ofrece la posibilidad de utilizar dosis seminales que potencialmente son
desperdiciadas.
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In vitro evaluation of the viability of boar semen
until 120 hours of refrigeration

ABSTRACT: The aim of the present study was to evaluate the changes in pH, morphology, acrosomal
integrity and sperm survival, of BTS diluted and refrigerated semen of 11 boars (seven paternal and four
maternal line), every 24 hours, from 0 h (reception time) until 120 h, three times at monthly intervals. Statistical
analysis were carried out with PROC GLM, MIXED and GENMOD of SAS using a mixed model to evaluate
the effects of storage time (TA) and genetic line, on the evaluated variables. A y*test was used to evaluate TA
effect on detritus and agglutination cells. At 120 h, the sperm cells with normal acrosome diminished; the
maternal line has 24.3% less probabilities of showing sperm agglutination. No significant effect of line and TA
was identified on morphology, pH, sperm survival and detritus cell presence. It was concluded that boar semen
diluted in BTS, with 3x10° spermatozoa and stored at 17°C, maintains indicative viability characteristics up
to 120 h of storage. In vitro semen evaluation is a tool that offers the chance of using seminal doses otherwise
wasted.
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Introduccion

En agosto de 2005, la Asociacion Colombiana de
Porcicultores (ACP) calculd el costo de mantener
un verraco en $704.000. Granjas donde utilizan
mas verracos de los necesarios, reducirian costos
al optimizar el uso del semen de unos pocos
machos. Para la ACP el promedio del costo
de produccion de una camada de 6 lechones
destetos fue $140.000 y el costo promedio de una
camada de 10 fue $97.000. Estas cifras ilustran
la importancia de alcanzar altos tamafios de
camada.

Gadea et al. (2004) mostraron que dosis seminales
con un alto porcentaje de células normales
resultan en mayor fertilidad. Sin embargo, una
tasa de concepcion alta y un tamafio y viabilidad
de camada igualmente altos dependen de
muchas variables que son afectadas por el estado
fisiologico de machos y hembras (Sutkeviciené
& Tilinskas, 2004). Algunas investigaciones
ilustran la importancia de la calidad espermatica
por su relacion con el tamafio de camada y tasa
de partos (Braundmeier et al., 2004; Gadea et al.,
2004; Ardon et al., 2005) e indicadores sensibles
de competitividad en la industria porcina (Tess
et al., 1983; Legault et al., 1983). La evaluacion
seminal como herramienta de andlisis facilita
la optimizaciéon de los verracos, al reducir su
numero necesario, y da un valor comercial a dosis
seminales que podrian ser desperdiciadas. El
objetivo de esta investigacion fue determinar por
medio de pruebas in vitro la viabilidad del semen
porcino diluido refrigerado y generar informacion
para disminuir los costos de produccion, lo
que debe resultar en el mejoramiento de la
rentabilidad.

Materiales y Métodos

General: Se analizaron muestras de semen de 11
verracos (siete de linea paterna y cuatro de linea
materna) con edades entre los dos y los cinco
afios, pertenecientes al Centro de Inseminacion
de CERCAFE, ubicado en la vereda La F loresta,
municipio de Chinchind, departamento de
Caldas, a una altura de 1.378 m.s.n.m. y con una
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temperatura entre 17 y 24°C. Los verracos fueron
alimentados con concentrado con 16% de proteina,
3% de grasa, 8% de fibra, 9% de cenizas y 13%
de humedad (1 kg, dos veces al dia), y agua a
voluntad, alojados en corrales individuales de 2,5
por 3,0 m, inmunizados semestralmente contra
Parvovirosis, Leptospirosis, Erisipela, Peste
Porcina Clasica y Fiebre Aftosa, y desparasitados
cada tres meses con ivermectina. Los eyaculados
se colectaron entre las 04:00 y 06:00 horas por
la técnica de la mano enguantada, se envasaron
en dosis con 3x10° espermatozoides diluidos en
BTS para un volumen final de 80 a 100 ml. Las
muestras fueron recibidas en el laboratorio en
condiciones consideradas representativas de la
llegada a granja.

Evaluacion de muestras de semen: En el
momento de llegada al laboratorio (0 h), a cada
muestra se le evalud la temperatura para luego
almacenarla a 17°C en una nevera exclusiva para
muestras de semen. A partir de las 0 h, a cada
submuestra se le evaluo el pH, la morfologia,
la integridad acrosomal y la supervivencia
espermatica cada 24 h hasta las 120 h; cada
evaluacion se repitid tres veces con intervalo de
un mes.

Concentracion: En la camara de Biirker, con
cinco pl de una dilucién 1:200 (cinco pl semen
y 995ul de solucion salina formulada) en un
microscopio Nikon YS2 de luz a 400X de
aumento, se contaron los espermatozoides en
40 cuadros y el resultado se multiplico x2x107
(millones/ml).

Morfologia: Se clasificaron 300 espermatozoides
fijados con solucién salina formolada, en un
microscopio de contraste de fases Jenamed 2 a
400X de aumento. Se determind el porcentaje
de espermatozoides normales, con defectos
de cabeza (suelta, macrocabeza, microcabeza,
piriforme), tracto intermedio (doble, excéntrico,
lazo, engrosado), cola (latigo, ovillo, lazo,
escalera), gota citopldsmica (proximal, distal),
y el grado de aglutinacion espermatica y células
de descamacidn se califico con cero a tres cruces
(cero = ausencia), segun lo aplicado por Gadea et
al. (2004).
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Integridad acrosomal: Se clasificaron 200
espermatozoides (en dos conteos independientes
de 100) fijados con glutaraldehido (al 2% en
BTS), en microscopio de contraste de fases a
1000X de aumento. Se determind el porcentaje de
espermatozoides con acrosoma tipo NAR (Cresta
Apical Normal), DAR (Cresta Apical Dafada),
MAR (Cresta Apical Perdida) y LAC (Capuchén
Acrosomal Suelto), con base en la clasificacion
de Pursel et al. (1972a).

Supervivencia: Sobre una placa se mezcld semen
y Eosina-Nigrosina a partes iguales para realizar
un extendido y dejarlo secar a temperatura
ambiente. En un microscopio de luz a 400X de
aumento se clasificaron 100 espermatozoides
determinando como vivos los que permanecieron
translicidos, segun lo aplicado por Gadea et al.
(2004).

Procedimientos estadisticos: Se utilizaron los
PROC GLM, MIXED y GENMOD de SAS (SAS
Inst. Cary, NC). Un modelo mixto para medidas
repetidas en el tiempo se us6 para evaluar el efecto
de tiempo de almacenamiento y efecto de linea
(paterna y materna) sobre: morfologia, integridad
acrosomal, supervivencia y pH. Los resultados se
presentan como medias de minimos cuadrados
+ error estandar y las comparaciones multiples
se realizaron usando el ajuste de Tukey-Kramer.
El efecto de tiempo de almacenamiento sobre la
variable presencia de células de descamacion y
de aglutinacion se evalué mediante prueba de y>.

Resultados y Discusion

La fuente de variacion mes fue considerada
como bloque para todos los analisis. El tiempo
de almacenamiento afectd significativamente la
proporcion de espermatozoides con acrosoma
tipo NAR, DAR y LAC (P<0,05). En O h, el
promedio de espermatozoides con acrosoma tipo
NAR fue 91,342,3% y disminuyé a 86,7+2,3%
en 96 hy a 85,843,4% en 120 h (P<0,01; Figura
1). Los espermatozoides con acrosoma tipo DAR
aumentaron significativamente entre 0 h y 120

h (3,85+0,58 vs. 6,4+0,67%, respectivamente;
P<0,01, Figura 2). El tiempo de almacenamiento
no afectd los espermatozoides con acrosoma tipo
LACen0Oh,24h,48h, 72 hy 120 h (1,25+0,96;
2,8610,96; 2,95+0,96; 2,59+0,96 y 3,07£1,04%,
respectivamente) pero en 96 h (3,3£0,96%) fue
superior a 0 h (P<0,05, Figura 3). La variable linea
no fue significativa para la integridad acrosomal
(P>0,05).

Estos resultados ilustraron un deterioro en el
tiempo de almacenamiento enrefrigeracion, lo que
concuerda con los estudios de Pursel et al. (1972a;
1972b). Estos autores concluyeron que el frio
provoca un deterioro progresivo del acrosoma, ya
que el espermatozoide porcino es particularmente
diferente al de otras especies por poseer una
susceptibilidad extrema al frio. Johnson et al.
(2000) concluyeron que la temperatura y el medio
de suspension son dos elementos importantes que
se deben tener en cuenta para tomar decisiones en
el almacenamiento de semen porcino en diluyente
liquido para su posterior utilizacion. El estado de
normalidad acrosomal es muy importante a la hora
de fertilizar el ovocito, ya que en €l se encuentran
elementos indispensables para la penetracion en
la zona pelucida (Polakoski & McRorie, 1973)
y los promedios minimos encontrados en este
estudio (Figura 1) son muy superiores a los
minimos recomendados (mayor a 49%) para su
utilizacion (Rozeboom, 2000).
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Figura 1. Proporcion de espermatozoides con cresta
apical normal (NAR) durante el almacenamiento en
refrigeracion. Percentage of sperm with normal apical
ridge (NAR) during the store in refrigeration.
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Figura 2. Proporcion de espermatozoides con cresta
apical dafiada (DAR) durante el almacenamiento en
refrigeracion. Percentage of sperm with damaged
apical ridge (DAR) during the store in refrigeration.
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Figura 3. Proporcibn de espermatozoides con
capuchén acrosomal suelto (LAC) durante el tiempo
de almacenamiento en refrigeracion. Percentage of
sperm with loose acrosomal cap (LAC) during the
store in refrigeration.

Los verracos de linea materna presentaron 24,3%
menos probabilidades de aglutinacion que la linea
paterna (P<0,01). La causa de este hallazgo no es
clara pero pueden presumirse dos posibilidades:
1) los machos de linea materna poseen mayor
heterosis (Johnson, 1981), en consideracion a que
son el producto del apareamiento de dos razas
puras, mientras que los de linea paterna son el
producto de animales presumiblemente puros; 2)
los operarios modifican el proceso de coleccion
sin supervision. Estos procedimientos requieren
ser realizados por operarios técnicamente
capacitados (Althouse & Lu, 2005). La
aglutinacién espermatica es un factor limitante
de la motilidad y puede ser inducida por: acciéon
del cAMP (adenosin monofosfato ciclico) sobre
la concentracion externa de Ca** (Harayama et
al., 2003), presencia de plasma seminal (Schmidt
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& Kamp, 2004) o contaminacion bacteriana,
fingica o presencia de esteroides (Berger et al.,
1989; Briz et al., 1995; Flowers, 2004). En este
ultimo caso hay un dafio adicional del acrosoma
espermatico. Determinar exactamente la causa de
aglutinacién no fue un objetivo de este trabajo,
pero da pautas para adelantar trabajos de mayor
envergadura.

En este estudio no se encontrd efecto del tiempo
de almacenamiento sobre acrosoma tipo MAR,
pH, supervivencia, presentacion de aglutinacion o
células de descamacion, ni morfologia de cabeza,
tracto intermedio o cola (P>0,05). Los resultados
de pH y supervivencia concordaron con los
resultados presentados por Vyt et al. (2004).

La proporcion de espermatozoides anormales
es especialmente relevante debido a las
consecuencias economicas negativas reflejadas
en la alta tasa de retorno al celo y en el reducido
tamafio de camadas (Sutkevic¢iené¢ & Tilinskas,
2004). Flowers (2002) demostré que dosis
seminales con normalidad morfologica de 91%,
con 3x10° espermatozoides, resultan en un
tamafio de camada entre 10,2 y 11,5 lechones,
y entre 9,1 y 10,1 lechones con dosis de 2x10°.
El numero de espermatozoides porcinos viables
inoculados como dosis seminal, debe garantizar
una adecuada accion de éstos en el oviducto, que
penetren la zona pelucida de los ovocitos y lleven
a cabo fecundaciones efectivas (Flowers, 2002;
Braundmeier et al., 2004; Ardén et al., 2005). La
morfologia del espermatozoide es un indicador
de la espermatogénesis, y las alteraciones
espermaticas en este proceso se pueden presentar
por factores genéticos (Schlecht, 2004) o,
principalmente, por alta frecuencia de coleccion
(Briz et al., 1996).

En este estudio no se confrontaron los resultados
encontradosinvitroconeldesempefioreproductivo
de los mismos machos en la granja. Sin embargo,
los resultados proporcionan una aproximacion
a la calidad biolégica que el material seminal
posee a las 120 h de colectado, diluido en BTS y
refrigerado a 17°C.
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Conclusiones

El semen porcino diluido en BTS y almacenado
en refrigeracion por 120 h, mantiene los valores
iniciales de integridad acrosomal, morfologia,
supervivenciay pH encondiciones aceptables. Los
cambios estructurales de las células espermaticas
en el tiempo de almacenamiento proveen
informacion sustancial para tomar decisiones en
el uso o descarte de material seminal almacenado
en refrigeracidn, y un control periodico sobre los
verracos facilitara la optimizacion o el descarte
de animales sobresalientes o ineficientes,
respectivamente. El efecto del control de
la calidad seminal en porcinos debe ser el
mejoramiento de la productividad. Confrontar
la calidad del material seminal in vitro con los
resultados de fertilidad en campo es un reto que
los porcicultores colombianos deben afrontar
para mejorar los indicadores productivos.
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