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Introduccion

Esta ampliamente reconocido en la actualidad el papel
que ha desemperfiado la tecnologia de la inseminacién
artificial (1A) porcina con semen refrigerado en la mejora
de la produccion porcina mundial. Entre otras ventajas,
esta tecnologia permite la maxima utilizacion del potencial
genético de reproductores de alto valor. Un mayor
conocimiento de la fisiologia y manejo de la cerda, de la
mejora del procesamiento y manejo del semen y mejores
diluyentes han contribuido al gran desarrollo de esta
tecnologia.

Dado que el plasma seminal por si solo no permite una
conservacion duradera del semen, la adicion de un diluyente
permite, ademas de aumentar el volumen del eyaculado,
prolongar su vida media y mantener un adecuado nivel de
fertilidad en las cerdas. Dada la especial susceptibilidad
de los espermatozoides porcinos al shock por frio, estos
necesitan ser almacenados a temperaturas de 15-20° C, lo
gue limita su capacidad de almacenamiento.

En los tltimos 10 afos ha habido un importante desarrolloy
aplicacion de nuevos diluyentes para semen porcino tanto
para corta (1-3 dias) como para larga duracion (méas de 4
dias) (Riesenbeck, 2011). Dado los excelentes resultados
de fertilidad que se obtienen con semen refrigerado todo
parece indicar que en los proximos afios seguira siendo la
tecnologia de conservacion espermatica mas ampliamente
utilizada en los programas de cria porcina (Roca et al., 2006).
El uso de diluyentes de larga duracién estéa indicado en
situaciones en las que se prevea una sobrecarga de trabajo
en el centro de IA, cuando se manejan grandes grupos de
cerdas o cuando se elaboran dosis seminales a partir de
machos poco demandados o de uso no habitual. También
permiten el transporte de semen a lugares distantes a
su lugar de produccion. Durante el almacenamiento de
las dosis seminales en las cAmaras de conservacion es

inevitable la sedimentacion de los espermatozoides en la
parte inferior del envase, que serd mas acentuada conforme
incrementa el tiempo de conservacion. Esto significa que
la interaccion de los espermatozoides sedimentados con
los diferentes componentes del medio y las condiciones en
las que se encuentran no van a ser las mismas para estos
espermatozoides sedimentados que para el resto, lo que
afecta a su integridad y supervivencia. Es por ello que se
recomienda resuspender los espermatozoides mediante
agitacion o rotado suave de la dosis seminal una o dos
veces al dia en el caso de que la camara de conservacion
no disponga de soportes giratorios automaticos. En este
sentido, Rodriguez-Gil y Rigau (1995) demostraron que la
agitacion suave de dosis seminales de cerdo mejoraba
la calidad espermatica después de 48 y 92 horas de
conservacion a 15-17°C con respecto a dosis no agitadas,
confirmando asi el efecto negativo de la sedimentacion. Sin
embargo, este procedimiento, si no es automatizado, supone
la extraccion de las dosis de la cAmara de conservacion y
Su exposicion a la luz y a variaciones de temperatura. En la
préctica este procedimiento se realiza de forma ocasional.
El uso de un diluyente que mantenga un mayor nimero
de espermatozoides en suspension evitaria la realizacion
de esta maniobra al mismo tiempo que produciria una
distribucion mas uniforme de los espermatozoides en
el diluyente, y por tanto una mejor interaccion con los
componentes del mismo. Esto es posible incrementando
la viscosidad del medio. En este sentido, Corcini et al.
(2011) observaron que la adicion de gelatina al diluyente
BTS para semen de cerdo, un diluyente de corta duracion,
producia un descenso menos pronunciado durante el
tiempo de conservacion del porcentaje de espermatozoides
motiles y morfologicamente normales con respecto a
las muestras a las que no se afiadio gelatina, si bien no
observaron diferencias significativas en ambos parametros
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entre diluyentes. Coy et al. (2009) demostraron que la

resuspension de espermatozoides eyaculados de cerdo en
un medio viscoso aumentaba la estabilidad de lamembrana
espermatica, disminuia la produccion de ROS y aumentaba
la capacidad de los espermatozoides para penetrar ovocitos
invitro. No tenemos referencia en la literatura del empleo de
diluyentes viscosos de larga duracién para la conservacion
a largo plazo de semen porcino en estado liquido. Es por
ello que la empresa Import-Vet, S. A. (Centelles, Espana) ha
disefiado el diluyente viscoso ND-5 3D® para conservacion a
largo plazo. En este trabajo hemos evaluado por primera vez
la eficacia de un nuevo diluyente viscoso de larga duracion,
ND5-3D® (Import-vet®, Centelles, Espafa) en términos de
su capacidad para preservar la calidad espermatica de
dosis seminales de cerdo tras 7 dias de conservacion a
17° C. Como diluyente control se utilizo el mismo diluyente
al que no se le incremento la viscosidad (ND-5°, Import-
Vet). Nuestra hipotesis es que este diluyente mejorara la
calidad espermatica de las dosis seminales conservadas al
disminuir la sedimentacion de los espermatozoides durante
la conservacion.

Material y métodos

Experimento 1: Evaluacion de los diluyentes Zoosperm
ND-5°y Zoosperm ND-5 3D®

Se han analizado un total de 20 eyaculados procedentes
de cinco cerdos Pietrain sanos, sexualmente maduros
(2-3 afios de edad) y fértiles, pertenecientes a un centro
de inseminacion artificial situado en Segovia (Espafia). Los
cerdos estaban sometidos a una recoleccion regular de
semen a un ritmo de extraccién de una vez por semana para
Su uso a nivel comercial. Todos los machos estaban alojados
en cuadras individuales, en un ambiente controlado (15-26°
C) y recibieron la misma dieta. La experiencia fue realizada
durante los meses de febrero a abril de 2012.

El eyaculado fue recogido mediante la técnica de “la mano
enguantada” tras lo cual fue homogenizado suavemente
y dividido en dos partes iguales. Tras una evaluacion
inicial de la motilidad (evaluada subjetivamente mediante
microscopio de luz), morfoanomalias y concentracion (en

camara Burker) una de las fracciones fue diluida hasta
una concentracion final de 33 x 10¢ espermatozoides/mli
con el diluyente Zoosperm ND-5% (pH= 6,9 , osmolaridad=
295 mOsm/L, en adelante ND-5) y el resto, a la misma
concentracion, con el diluyente viscoso Zoosperm ND-5 3D°
(pH= 6,9, osmolaridad= 295 mOsm/L, en adelante 3D), de la
empresa Import-Vet, S.A., Centelles, Espaia).

La composicion de los diluyentes solo difiere en el
compuesto hidrocoloide afadido al diluyente 3D para
incrementar la viscosidad. Ambos diluyentes fueron
preparados siguiendo las instrucciones del fabricante. La
dilucién de ambas fracciones del eyaculado fue realizada
dentro de los 15 minutos de su obtencion. Sélo fueron
seleccionados para la prueba aquellos eyaculados con al
menos un 70% de espermatozoides motiles y menos de un
20% de espermatozoides morfolégicamente anormales. El
semen diluido fue con posterioridad envasado en botellas de
plastico de 90 ml. Tras el descenso de la temperatura de las
dosis seminales a 20-22° C en aproximadamente dos horas
a temperatura ambiente tres botellas de cada eyaculado
diluido en ND-5 0 3D fueron almacenadas en una estufa de
conservacion a 16-17° C hasta su transporte al laboratorio
de la Facultad de Veterinaria de Caceres. Este transporte,
de unas 12 horas de duracién, fue realizado durante la
noche en cajas isotermas a través de una empresa de
mensajeria sin ninguna indicacion especial. A su llegada
al laboratorio las dosis seminales fueron almacenadas
en un incubador refrigerado (FOC 225 I, VELP Scientifica,
Usmate, Italy) a 16-17° C durante 7 dias (dia de la recogida
=dia 0). En los dias 1, 4y 7 se extrajeron dos alicuotas de
una de las botellas de cada diluyente. En cada una de las
alicuotas se evaluaron los siguientes parametros de calidad
espermatica: motilidad, viabilidad, estado del acrosoma,
fluidez de la membrana plasmatica, potencial de membrana
mitocondrial e intensidad de la fluorescencia media. El
analisis de la motilidad fue realizado mediante un sistema
CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) y el resto de los
parametros fue evaluado por citometria de flujo.

Analisis preliminar de datos de campo de resultados
reproductivos

El centro de IA gestiona una base de datos que registra
los resultados reproductivos de cerdas inseminadas
con eyaculados de machos pertenecientes al centro.
Hemos accedido al registro de una granja en donde
simultdneamente se ensayaron ambos diluyentes en un
numero considerable de animales. Como la experiencia
fue realizada siguiendo tanto el ritmo productivo del
centro como de la propia granja, se utilizaron ademas de
los machos utilizados para la experiencia 1, otros machos
del centro. No nos ha sido posible disefiar una prueba en la



que los eyaculados ensayados en el laboratorio al mismo
tiempo se utilizaran para inseminar cerdas en los distintos
dias de conservacion. Ello es debido a que las pruebas de
fertilidad in vivo requiere un gran nimero de animales para
encontrar en los tests estadisticos diferencias significativas
en fertilidad y prolificidad de las cerdas. En este sentido,
tomando como referencia los datos reproductivos de la
granja, la realizacion del calculo del tamafio minimo muestral
necesario por diluyente para detectar una diferencia entre
diluyentes de 0,3 lechones nacidos totales, con una potencia
del estudio del 80% y un error alfa del 5%, resultd ser de unas
1.300 cerdas por diluyente. No fue posible acceder a granjas
gue permitieran la inseminacion artificial de tal nimero de
animales para ensayar ambos diluyentes.

En el centro de IA cada eyaculado de cada macho fue
procesado de la forma descrita en el experimento 1. Una vez
que las dosis seminales alcanzaron 20-22° C a temperatura
ambiente se almacenaron a 16-17° C en el centro o bien
fueron directamente transportadas en contenedores
isotermos hasta la granja, donde fueron almacenadas a
16-17°C.

Se inseminaron cerdas de raza LDxLW, con nimero de
parto de 2 a 8. Las cerdas asighadas a cada diluyente (261
cerdas ND-5; 264 cerdas 3D) se distribuyeron aleatoriamente
procurando en la medida de lo posible que las cerdas
asignadas al eyaculado de un macho fueran del mismo
nimero de parto. La inseminacion artificial de las cerdas se

realizd al tercer y cuarto dia de la obtencion del semen. Para
cada intervalo fecha de recogida del semen-inseminacion
artificial se procurd que el nimero de cerdas inseminadas
con cada diluyente fuese el mismo.

Después del destete, las cerdas que presentaron signos
de celo fueron inseminadas via post-cervical (volumen de
semen: 45 mililitros, n° total de espermatozoides: 1.500
X 10¢, mediante el uso del conjunto catéter — canula para
inseminacién post-cervical Soft&Quick® (Import-vet,
Centelles, Espafia) 0 y 24 horas después del diagnostico
positivo del estro. La deteccion de celos fue realizada una
vez al dia, por la mafana, considerando signos de celo el
reflejo de inmovilizacion ante la presencia de un macho sano
y sexualmente activo asi como enrojecimiento e inflamacion
de la vulva. Todas las inseminaciones fueron realizadas por
el mismo técnico. Se registraron los datos de tasa de parto
y tamafio de camada (nimero de lechones nacidos totales
Yy Vivos).

Resultados

Experimento 1: evaluacion de los diluyentes Zoosperm
ND-5° y Zoosperm ND-5 3D°®

EnlaTabla 1 se muestran los resultados correspondientes a
los andlisis de motilidad. Excepto el valor del porcentaje de
espermatozoides motiles al dia 7 de conservacion, el resto
fue significativamente diferente entre diluyentes para todos
los dias de conservacion.

Tabla 1. Efecto de los diluyentes sobre los parametros de motilidad a 1, 4 y 7 dias después de la extraccion/dilucion.

Parametros

<
O
5y

Wl 71.16+021% | 5579 £021%* | 7413021 | 6200+ 0.21%* | 78.98+022% | 65.62+0.27**
WAl 49.97 +0.18* | 37.04+0.18** | 49.32+0.18* | 38.39 +0.17** | 48.22+0.18* | 38.06x0.19**
il 61.34:0.18% | 45.14+0.18** | 63.12:0.18* | 4820+ 0.18** | 6570x0.18* | 49.01+0.20**
SUEM  0.79:0.00% | 0.81+0.00%* | 076+0.00% | 0.79+0.00%*  0.72+0.00% | 0.77x0.00**
MGl 0.56:000* | 0.82+000** | 084+000% | 078+000**  082+0.00% | 0740.00%*
Al 2.14000% | 1.99:000%* = 229+000% | 2.25+000** | 2.55+000% | 241x000**
Pl 809002 | 822+002%*  7.87+002* | 890+002** | 776+002* | 9.36+0.02*

UV 87.3:0.00% | 86.8:0.00%* | 84.8+0.00% | 85.7:0.00%* | 82.0£0.00% | 82.5x0.00*
JYSB 56.1:000% | 59.1+000** | 477000 | 53.10.00** | 40.3+000% | 47.8:+0.00**

TMS indicates percentage of total motile sperm; PMS, percentage of progressively motile sperm
Values are means =+ standard error of the mean (SEM)
“** For each parameter and within each storage day (rows) values with different superscripts are statistically different (P < 0.05)




En la se presentan las diferencias observadas entre
diluyentes para cada parametro. Estas diferencias nos
muestran con mas claridad en qué magnitud un diluyente
es distinto al otro para cada parametro. Se indica
ademas si las diferencias observadas entre diluyentes
fueron dependientes o no del dia de conservacion. Hay
que destacar que tanto STR, indicador de la rectitud de
la trayectoria del espermatozoide, como el porcentaje
de espermatozoides con motilidad progresiva fue

superior en . Ademas, las diferencias entre diluyentes
no se mantuvieron constantes durante el periodo de
conservacion, observandose una mayor diferencia al dia
7, con respecto a los dias 1y 4. Al dia 7, en el diluyente,
STRincrementd de media un 5% con respecto al diluyente
, mientras que los dias 1y 4 lo hizo en un 2%. En lo que
respecta al porcentaje de espermatozoides con motilidad
progresiva las diferencias medias fueron del 5%, 4%y 9%
los dias 1, 4y 7 respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2. Significaciones estadisticas para los parametros de motilidad entre diluyentes en cada dia de conservacion.

Parametro Dia 1 Dia 7 P
15.46 £ 1.40 11.86 + 1.40 14.05 £ 1.50 n.s.
12.71 £ 1.19 10.78 + 1.19 10.54 + 1.28 n.s.
o 16.72 £ 1.28 14.74 = 1.28 17.34 £ 1.37 n.s.
-0.02 +0.00 -0.02 +0.00 -0.05 + 0.00 0.01
0.04 + 0.00 0.06 + 0.00 0.07 + 0.00 0.03
0.16 +0.05 0.03 +0.05 0.16 +0.05 n.s.
-0.17 £ 0.16 -1.05 +0.16 -1.58 +0.17 0.00
1.00 = 1.20 1.00 = 1.20 1.00 = 1.30 n.s.
-3.00£ 1.70 -5.00 + 1.70 -8.00 + 1.80 n.s.

TMS indicates percentage of total motile sperm; PMS, percentage of progressively motile sperm

Values are means = standard error of the mean (SEM)

P value tests whether mean difference (ND-5 - ND-5 3D) is constant through storage period

n. s.: not statistically significant (significance at P < 0.05)




Como puede observarse, los valores de los parametros
de velocidad VCL, VSL y VAP fueron superiores en el
diluyente no viscoso ND-5; estas diferencias entre
diluyentes se mantuvieron constantes a lo largo del
periodo de conservacion, por lo que podemos afirmar
que en el diluyente 3D, VCL disminuye en término
medio casi en un 14%, VSL un 11,3% y VAP un 16,2%,
con respecto al diluyente no viscoso ND-5.

La amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza
(ALH) fue menor en el diluyente 3D mientras que la
frecuencia de batido del flagelo (BCF) fue, dada la mayor
viscosidad del medio, superior en 3D. Para BCF, ademas,
esa diferencia entre diluyentes se fue incrementando a

lo largo del periodo de conservacion (P < 0.01).

En lo que respecta al porcentaje de espermatozoides
mdtiles, si bien se detectaron diferencias significativas
(P < 0.05) los dias 1y 4 de conservacion, probablemente
debido al elevado tamafno muestral, esas diferencias
fueron muy pequefias, por 1o que podemos decir
que el incremento de la viscosidad no modifico este
porcentaje.

En la tabla 3 se presentan los resultados
correspondientes a las variables de calidad
espermatica evaluadas por citometria de flujo en
ambos diluyentes. En la tabla 4 se muestran las
diferencias observadas entre diluyentes.

Table 3. Efecto de los diluyentes sobre la integridad espermatica valorada por citometria de flujo a 1, 4 y 7 dias post dilucion.

1 Day 4 Day 7
92.99 +0.383* | 93.72+0.38* | 93.32+0.36* 93.27 + 0.36* 93.34 + 0.36* 93.79 + 0.36*
DAS 6.91 +0.56* 3.22 £ 0.56** 7.60 + 0.55* 3.40 + 0.55** 7.73 £ 0.55* 3.47 £ 0.55**
VUM 6.81 +0.38* 5.86 +0.38** 9.11+0.37* 6.24 +0.37** 8.67 £ 0.37* 6.74 + 0.40**
hMMP 76.95 + 3.84* 81.88 £3.84* | 73.36 +4.22* 79.77 + 3.85* 79.94 + 3.33* 80.32 + 3.33*
I\ 18.14 £ 1.79* 20.68 = 1.79* | 11.00 + 1.95* 13.12 £ 1.79* 12.41 + 1.55* 14.02 + 1.55*

VS indicates viable spermatozoa with an intact plasma membrane (SYBR-14+/PI -); DAS, viable spermatozoa with a damaged acrosome (PNA+/PI-); VUM, viable

spermatozoa with an unstable plasma membrane; hMMP, spermatozoa with high mitochondrial membrane potential; MF, mean fluorescence intensity (JC-1)
hMMP and MF were evaluated in centrifugated samples (n= 108 seminal samples)
Values are percentages + standard error of the mean (SEM)
*,** For each parameter and within each storage day (rows) values with different superscripts are statistically different (P < 0.05)

Tabla 4. Significaciones estadisticas para los parametros de integridad espermatica valorados por citometria, entre
diluyentes en cada dia de conservacion

-0.73+0.47 0.05+0.46 -045+0.46 n.s.
3.70+£0.84 4.20 + 0.84 4.27 +0.84 n.s.

0.98 £0.49 2.87 £0.49 2.31+£0.53 0.03

493 +£2.65 523 +291 0.38 £2.30 n.s.

i 2.54 £ 195 223+214 1.61+1.69 n.s.

VS indicates viable spermatozoa with an intact plasma membrane (SYBR-14+/PI -); DAS, viable spermatozoa with a damaged acrosome (PNA+/PI-); VUM, viable

spermatozoa with an unstable plasma membrane; hMMP, spermatozoa with high mitochondrial membrane potential; MF, mean fluorescence intensity (JC-1)
hMMP and MF were evaluated in centrifugated samples (n= 108 seminal samples)
Values are percentages + standard error of the mean (SEM)

P value tests whether mean difference (ND-5® - ND-5 3D®) is constant through storage period (significance at P < 0.05); n. s. : not statistically significant (significance

at P < 0.05)




No hubo diferencias entre diluyentes con respecto
al porcentaje de espermatozoides viables con una
membrana plasmatica intacta (VS) y al porcentaje de
espermatozoides con un alto potencial de membrana
mitocondrial (MF). Por el contrario, con el diluyente 3D,
considerando la poblacidon de espermatozoides vivos,
se obtuvo una reduccion de 4 puntos de media en el
porcentaje de espermatozoides con acrosomas dafiados
(DAS), (P < 0.001), descenso que se mantuvo constante
durante los 7 dias de conservacion. También con este
diluyente se observo un descenso significativo (P < 0.02)
del porcentaje de espermatozoides con membrana
plasmaética inestable (VUM), (P < 0.02) (M540 negative/
YOPro-1 negative spermatozoa), este descenso fue
dependiente del dia de conservacion.

Mientras que el potencial de membrana mitocondrial no
fue diferente entre diluyentes si lo fue la intensidad de
la fluorescencia media, con valores significativamente
superiores en 3D al dia 7 de conservacion. Aungue las
diferencias no fueron estadisticamente significativas,
en los dias 1y 4 los valores de este parametro fueron
también superiores en 3D.

Resultados reproductivos.

Los resultados de tasas de parto y tamarfio de camada
se reflejan en la Tabla 5. En ella se puede ver un
aumento de 1.74 % en la tasa de partos y de 0.17
lechones nacidos vivos en las cerdas inseminadas con
el diluyente denso aungue estos incrementos no fueron
significativos estadisticamente (P > 0.05).

Tabla 5. Tasa de partos y tamaiio de camada de cerdas inseminadas con semen diluido en ND-5® 0 ND-5 3D® y

conservado de 3 a 4 dias

Diluyente Tasa de partos (%)

ND-5 (n=261)

13.16 £3.23

12.19 £ 2.96

ND-5 3D (n= 264)

12.36 + 2.69

13.37 £ 2.89

LNV and LTN indicates total number of piglets and live piglets born (mean + sd)

Means did not differ (P > 0.05)

Figura 1.

Durante el aimacenamiento de las dosis seminales de cerdo a
temperaturas de 15-17° C ocurre una progresiva disminucion
de la calidad espermatica debida al proceso normal de
envejecimiento de los espermatozoides. Pero durante esta
conservacion también ocurre una sedimentacion de los
espermatozoides, que serd mayor conforme incrementa
el tiempo de almacenamiento. De no usar un sistema
automatizado de agitacion, la practica indica que la agitacion
manual de las dosis de forma regular, para minimizar los
efectos perjudiciales de la sedimentacion, no siempre se lleva
a cabo. Para algunos investigadores estos efectos derivan de
las diferentes condiciones de pHy de distribucion de nutrientes
y Otros compuestos, en las distintas capas de espermatozoides
sedimentados, comprometiéndose la integridad de estos
espermatozoides, que ya de por si se ve mermada durante el
tiempo de conservacion (Rodriguez-Gil and Rigau, 1995; Nagy
etal., 2002). Unincremento de la viscosidad del diluyente puede
aumentar el nimero de espermatozoides que se mantienen
en suspension y por tanto, reducir la sedimentacion, pero al
mismo tiempo no debe disminuir la calidad espermatica méas
gue la debida al proceso de envejecimiento normal. ES por
ello que en este trabajo se han analizado los efectos a largo
plazo de un nuevo diluyente al que se le ha incrementado la
viscosidad, ND-5 3D® el primer diluyente viscoso comercial
de larga duracion para semen porcino refrigerado. Se han



evaluado los efectos sobre diversos parametros de integridad
y funcionalidad espermatica, y se han comparado con el
diluyente no viscoso ND-5°. El diluyente 3D disminuy® en gran
medida la sedimentacion durante los 7 dias de conservacion,
por lo que una de las ventajas de su uso es la no necesidad por
parte del técnico de la rotacion manual de las dosis seminales,
tarea muchas veces descuidada por el técnico, unido a la no
exposicion de las mismas a la luz y a las fluctuaciones de la
temperatura

Los parametros indicadores de la velocidad espermatica
fueron diferentes en ambos diluyentes. La razbn mas
probable es porque ambos medios tienen distinta densidad.
Estd demostrado que la viscosidad del medio que rodea
al espermatozoide influye en el patron de su movimiento.
Asi, en espermatozoide de toro, la frecuencia de batido del
flagelo disminuye casi exactamente con la raiz cuadrada de
la viscosidad. Mientras que el movimiento hiperactivo de un
espermatozoide de raton es no lineal en un medio de baja
viscosidad, éste se vuelve mas lineal cuando el espermatozoide
Se encuentra en una solucion altamente viscosa o viscoelastica
(Suérez and Dai, 1990). Nuestros resultados son una aportacion
més al estudio de las importantes diferencias observadas en el
patron de motilidad de espermatozoides en medios de distinta
viscosidad, y la cada vez mayor consideracion que este hecho
esta teniendo en la evaluacion de los parametros de motilidad
en condiciones in vitro con vistas a su posterior correlacion
con la motilidad in vivo. En nuestro estudio, el incremento
de la viscosidad del diluyente produjo una
reduccion de los parametros de velocidad
VCL, VSL y VAP Estos resultados coinciden
con los obtenidos por Suérezy Dai (1992) en
espermatozoides de raton.

La evaluacién del porcentaje de
espermatozoides motiles y en particular
aquéllos que presentan una motilidad
progresiva, es uno de los parametros
mas frecuentemente utilizados para
medir la calidad de un eyaculado, dada su
importancia en la migracion a través del
tracto genital femeninoy en la penetracion
de las envolturas del ovocito. Asi, es
considerado uno de los pardmetros que
determinan las tasas de fertilizacion in vitro
(Turner, 2006; Simon and Lewis, 2011). En
nuestro estudio, el diluyente viscoso 3D
produjo unincremento tanto del indice de la
rectitud de la trayectoria del espermatozoide
(STR) como del porcentaje de
espermatozoides con motilidad progresiva,
y es de destacar que el incremento fue

mayor al final del periodo de conservacion. Coy et al. (2009),
utilizando un extracto de planta para aumentar la viscosidad
del medio para espermatozoides porcinos observaron
también un incremento en el porcentaje de espermatozoide
progresivamente motiles y del indice STR, si bien obtuvieron
mayores valores de VCL, VSL y VAP, en comparacion con el
medio control. Corcini et al. (2011) observaron un incremento
en el porcentaje de espermatozoides motiles tras la adicion
de gelatina al diluyente BTS para semen de cerdo conservado
a corto plazo, tres dias; en nuestro estudio este parametro
practicamente no fue diferente entre diluyentes. Revisando
|a literatura observamos que los cambios en los parametros
de motilidad son dependientes del agente utilizado para
aumentar la viscosidad (pues de ello dependera su licuefaccion
0 no a la temperatura a la que se evalla la motilidad) asi
como del grado de viscosidad. Diferentes medios viscosos,
por tanto, influencian las caracteristicas de motilidad de los
espermatozoides.

Varios autores han sefialado la importancia de evaluar in vitro la
motilidad espermética en medios viscosos. Durante el transito
a través del tracto genital de la cerda el espermatozoide se
rodea de fluidos no sélo de diferente composicion guimica sino
también de diferente viscosidad. La secrecion del oviducto se
caracteriza por ser una secrecion glicoproteica viscosa. Por el
contrario, en condiciones experimentales in vitro, la viscosidad
esmuy baja, cercana a la del agua'y en todo caso muy inferior
ala del oviducto. Segiin Coy et al. (2009) es deseable un cierto
grado de viscosidad para que el espermatozoide interactlie
con el ovocito in vitro (medio de cultivo) o in vivo (oviducto), una
vez que aquél deja de estar en contacto con los componentes
del plasma seminal. Por ello sugirieron que la viscosidad del
medio es un parametro a tener en cuenta cuando se plantean
experimentos de fertilizacion in vitro 0 in vivo. La necesidad
de evaluar la motilidad espermética en medios de viscosidad
proxima a las condiciones fisiologicas uterinas también fue
puesto de manifiesto por Smith et al. (2009). En su estudio
observaron que la viscosidad significativamente modificd
parametros espermaticos como planaridad, tosion, forma de
laonda, trayectoriay progresion por batido, modificaciones que
también se han observado en nuestro trabajo (parametros BCF,
ALHYyWOB), concluyendo que las observaciones realizadas en
liquidos de baja viscosidad, como sucede en lamayor parte de
los experimentos in vitro, puede aportar poca informacion con
respecto a lamotilidad in vivo. Ademas, ya que el medio viscoso
reduce la rolling rate esto permite que laforma de la onda (full
waveform) sea capturada de forma precisa por un periodo de
varios 0 muchos batidos (beats), lo que es muy conveniente
para aquéllas técnicas bidimensionales de evaluacion del
movimiento del flagelo. Para estos investigadores, dado
los importantes avances que se estan produciendo en el



procesamientoy captura digital de imagenes a alta velocidad,
el empleo de un medio viscoso tiene la ventaja de permitir un
analisis mas detallado del desarrollo y propagacion de laonda
flagelary establecer asi una mejor correlacion con la progresion
celular enliquidos con viscosidades cercanas a las fisiologicas.
Estas consideraciones seguramente seran tenidas en cuenta
en el desarrollo de sistemas CASA de nueva generacion.
Diversos estudios han tratado de correlacionar los parametros
CASA con resultados de fertilidad in vivo. Los resultados son
contradictorios (). Ya que los espermatozoides expuestos a
un medio viscoso tienen una mayor capacidad para moverse,
unirse y penetrar el ovocito en condiciones in vitro (Coy et
al., 2009) y su patron de movimiento se asemeja mas al que
ocurre en el oviducto, quiza seria interesante para futuras
investigaciones correlacionar estos parametros de motilidad
obtenidos en soluciones viscosas con los resultados de
fertilidad.

El diluyente viscoso ND5-3D® produjo un descenso en el
porcentaje de espermatozoides con acrosomas reaccionados
y con una membrana plasmatica inestable. Ambos son
pardmetros estandar en el analisis de la calidad seminal dada
Su correlacion con la calidad del semen. Este efecto favorable
para la calidad seminal también fue observado por Nagy et
al. (2002) en espermatozoides de conejo suspendidos en un
diluyente con gelatina. Coy et al. (2009) encontraron ademas
una mayor viabilidad y menor generacion de especies
reactivas de oxigeno en espermatozoides de cerdo diluidos en
Androhep® (Minitube, Germany) al cual se le afiadio un extracto
de plantas en polvo para aumentar la viscosidad, comparado
con los diluidos s6lo en Androhep®

Un descenso en el potencial de membrana mitocondrial de
los espermatozoides ha sido asociado frecuentemente con
aumento del porcentaje de anormalidades en el anélisis del
semen 'y reduccion en la fertilidad. Para su evaluacion hemos
utilizado el fluorocromo cationico v lipofilico JC-1, el cual
atraviesa la membrana mitocondrial de forma selectiva en su
forma monomérica; si el potencial de membrana es bajo se
mantiene en forma de mondmeros y emite fluorescencia verdg,
pero si es alto forma agregados U, Que emiten fluorescencia
roja (Garner y Thomas, 1999). La formacion de JgVla
fluorescencia emitida responde linealmente a un incremento
en el potencial de membrana mitocondrial (Smiley et al.,

1991). En nuestro estudio se observd una correlacion lineal
significativa entre ambos parametros. Por esta razon hemos
utilizado también el valor de la intensidad de la fluorescencia
media de la muestra como indicador del potencial de
membrana mitocondrial. Para algunos investigadores este
pardmetro permite una mejor estimacion de los cambios en
el potencial de membrana mitocondrial de la poblacion celular
que la determinacion del porcentaje de espermatozoides con
alto 0 bajo potencial.

Unamayor intensidad de fluorescencia implica mayor actividad
mitocondrial. Los resultados de nuestro trabajo asilo confirman
ya que mientras que el porcentaje de espermatozoides con
alto potencial mitocondrial no fue diferente entre diluyentes, si
hubo una tendencia a una mayor intensidad de fluorescencia
enlas muestras diluidas en el diluyente viscoso, diferencias que
fueron significativas al dia 7 de conservacion.

Los resultados de la prueba de fertilidad sugieren que el
diluyente viscoso 3D puede ser usado para la inseminacion
artificial de cerdas sin comprometer su eficiencia
reproductiva. La diferencia de 0.17 lechones nacidos vivos a
favor del diluyente 3D no fue estadisticamente significativa
probablemente debido al pequefio tamafio muestral, que solo
permitia detectar una diferencia, en el caso de que existiera, de
0.7 lechones vivos. El gran nimero de hembras necesarias es
precisamente uno de los principales limitantes en este tipo de
estudios de fertilidad de campo. No obstante, la no significancia
estadistica no implica siempre la no significancia biologica y
econdmica. En este sentido el resultado de la prueba de
campo en la que se aumentan la tasa de partos en 1.74 % y el
tamano de camada en 0.17 lechones nacidos vivos, supone
que por cada 100 hembras inseminadas con el diluyente 3D
se produce un beneficio econdmico importante, que asciende,
con los costes de produccion actuales, a unos 1494 euros.
La eleccion de un diluyente que incremente la fertilidad y la
prolificidad seria econdmicamente mas rentable frente a otro
mas barato, incluso aungue las diferencias en prolificidad no
fueran estadisticamente significativas (Kuster and Althouse,
1999). A esto se anade el que el impacto de la compra del
diluyente representa un pequerio porcentaje de los costes de
produccion de la granja (Gadea, 2003).

La manera por la que el diluyente viscoso 3D mejora la
integridad espermatica puede obedecer a varias razones. Segun



Nagy et al. (2002) aunque se afiaden buffers a los diluyentes
para minimizar las fluctuaciones en el pH, la sedimentacion que
inevitablemente ocurre durante la conservacion es probable
que produzca, por la acumulacion de metabolitos toxicos, una
disminucion del pH en la region de las células sedimentadas.
Ya que el diluyente viscoso reduce en gran medida la
sedimentacion va a haber una distribucion mas homogénea
de los espermatozoides en el diluyente, por lo que el buffer
puede actuar mas eficientemente. Los espermatozoides se
benefician ademas de una distribucién mas homogénea de
los distintos componentes en la suspension. Por otro lado,
LOpez-Gatius et al. (2005) sugirieron que un medio viscoso, al
limitar el movimiento espermatico durante la conservacion,
es probable que produzca una reduccion de la demanda
metabdlica del espermatozoide. No obstante, este aspecto
necesita una mayor contrastacion.

En conclusion, el empleo del diluyente viscoso ND-5 3D para
la conservacion del semen de cerdo a largo plazo mejora la
calidad espermaética en términos de un menor porcentaje
de espermatozoides con la membrana plasmaética inestable
y CONn acrosomas reaccionados. La escasa sedimentacion
de los espermatozoides en este medio evita la maniobra
de rotacion manual. Finalmente, resultados preliminares
de una prueba de fertilidad de campo indican que cerdas
inseminadas con este diluyente no ven disminuida su
aptitud reproductiva e incluso se observa una tendencia a
incrementar la tasa de parto y el tamafio de la camada con
respecto a cerdas inseminadas con un diluyente no viscoso.
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y a sus veterinarios, Alfonso Ageda y César del Prisco,
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