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3 Resumen

El presente estudio se centrd en establecer el valor predictivo de dos pruebas de
resistencia y funcionalidad espermaética sobre la tasa de no retorno pos-inseminacion
artificial en porcinos, en busqueda de una prueba de laboratorio de utilidad a nivel
comercial. En tres granjas ubicadas en los departamentos de Cundinamarca, Caldas y
Cauca, se obtuvieron 14 eyaculados provenientes de diferentes machos, para realizar
andlisis en laboratorio de una dosis comercial y realizar inseminacion artificial con el
resto de dosis producidas para evaluar presencia de celo 18 a 22 dias pos-inseminacion.
Se desarrollé una prueba de laboratorio que consistio en determinar la morfologia, la
integridad de la membrana plasmaética y acrosémica mediante marcaje con yoduro de
propidio y aglutinina de cacahuete de Arachis hypogaea ligado a isotiocianato de
fluoresceina (Pl /FITC-PNA, del nombre en inglés) después de estrés hipoosmético, en
busqueda de una poblacidn élite de espermatozoides funcionalmente competentes (EFC).
Adicionalmente se hizo por separado una prueba de funcionalidad de membrana o test de
hinchazdn hipoosmotica. Se realizé analisis de correlacion y de regresion. Hubo una
correlacion moderada-alta y significativa (P<0,05) entre los EFC (r=0,633) y entre la
funcionalidad de membrana (r=0,710) con la tasa de no retorno al celo. Ademas, se probd
el valor predictivo de las dos pruebas sobre la tasa de no retorno mediante modelo de
regresion con un R cuadrado de 0,401 y 0,504, respectivamente. Como conclusion, las
dos pruebas de laboratorio realizadas presentaron un valor predictivo moderado de la

fertilidad del semen medido a través de la tasa de no retorno, lo cual, debido a la gran



cantidad de factores que intervienen en este proceso, las técnicas tienen un alto impacto a

nivel comercial para el uso adecuado del semen.

Palabras clave: funcionalidad espermatica, fertilidad in vivo, calidad seminal

4 Introduccion

La eficiencia reproductiva es un parametro clave para mantener la rentabilidad de
las granjas porcinas, y aunque, en la mayoria de estudios de investigacion se centra la
atencion en evaluar los factores asociados a la hembra, el macho repercute en mayor
proporcion sobre los resultados finales, puesto que es posible inseminar una gran cantidad

de cerdas con un solo eyaculado (Gadea, 1997).

Mantener una evaluacién constante de la calidad seminal que permita predecir la
capacidad de los espermatozoides de fecundar los ovocitos in vivo es un constante desafio
para los porcicultores y la ciencia; la diferencia entre los eyaculados de los verracos
radica en la capacidad de fertilizar y dichas caracteristicas han sido ampliamente
reportadas en la basqueda de poder reducir los costos a los pequefios y grandes
porcicultores. En diferentes estudios se ha evaluado la capacidad de prediccion de la
fertilidad en campo que tienen las pruebas de laboratorio con resultados poco
prometedores, llegando a la conclusion que las pruebas que tienen mayor poder predictivo
son las que miden el proceso de fecundacién in vitro de los espermatozoides (Ruiz-
Sanchez et al., 2006; Gadea, 1997). Sin embargo, la realizacion de estas pruebas acarrea

grandes costos y personal altamente capacitado, razon por la cual, es necesaria la



busqueda de tests de laboratorio econémicos con alto valor predictivo (Pérez-Llano et al.,

2009).

La composicion y las propiedades de la membrana plasmatica protegen los
componentes intracelulares, manteniendo el volumen celular, ya que el agua se mueve de
un ambiente de baja concentracién de soluto (solucién con baja osmolaridad), hacia un
ambiente de alta concentracion de soluto (solucion con alta osmolaridad), debido al
transporte de agua a través de la membrana bajo el gradiente de concentracion de iones y
osmolitos; siendo estas caracteristicas importantes para la capacitacion de los
espermatozoides, la reaccion del acrosoma y la unién entre gametos (Valencia et al.,
2019). Un sistema de regulacion es necesario para que los espermatozoides se adapten a
los cambios de osmolaridad durante su transporte a través del aparato reproductor del
verraco, durante la manipulacion de los espermatozoides debido a su exposicion a los
diferentes cambios osmoticos y remodelacion de membrana. Al momento en que se
deposita el semen en el tracto reproductivo de la cerda, los espermatozoides encuentran
variaciones hipotdnicas en el medio contiguo ya que provienen de un medio hiperténico
(430 mOsm/Kg), y en la cola del epididimo, en el plasma seminal y en el liquido uterino
estan en un medio isotonico 290-300 mOsm/Kg (Shelford et al., 2022). Lo cual podemos
determinar que la resistencia osmotica de los espermatozoides y el poder mantener su
volumen celular, integridad funcional son determinantes a la resistencia osmotica (ORT) e
hinchazén hipo osmética (HOST) (Valencia et al., 2019). De acuerdo a lo anterior el
objetivo del presente estudio es establecer el valor predictivo de dos pruebas de

resistencia y funcionalidad espermatica después de someter a los espermatozoides a estres



hipoosm@tico sobre la tasa de no retorno pos-inseminacion artificial en porcinos, en

busqueda de una prueba de laboratorio de utilidad a nivel comercial.

5 Justificacion

En Colombia durante las ultimas décadas el gremio porcicultor se ha visto en la
necesidad de mejorar las biotecnologias reproductivas presentes para entregar mas
produccion de animales para beneficio, debido a la gran demanda del mercado nacional e
internacional; ya que la calidad es excelente, se hace indispensable que desde la granja
productora se lleve a cabo una buena seleccion de machos reproductores (verracos), con
unos buenos indices reproductivos. La seleccion debe ser realizada entre las mejores
progenies de los verracos probados y las hembras superiores dentro de cada raza. En
paises en donde se realizan las pruebas de progenie, el periodo de prueba cubre el
intervalo entre los 20 a 100 kg de peso en los cerdos a ser probados (Mazzarri, 1984). Por
consiguiente se tienen los siguientes aspectos a tener en cuenta a la hora de seleccionar
un verraco para cubrir las cerdas son: la tasa de crecimiento, tasa de conversion
alimenticia, medida ultrasonica del espesor de la grasa dorsal, calidad de los aplomos. Los
verracos seleccionados son entonces entrenados para montar maniquies, para extraer el
semen y estudiar la calidad y cantidad espermatica asi como la fertilidad son criterios de
seleccion recomendados(Torrentes et al., 2013). La conservacion y almacenamiento del
semen deben permanecer aproximadamente 90 minutos a temperatura de 20°C, luego
deben almacenarse en una caja de aire acondicionado. El rango ideal de temperatura de

almacenamiento se sitla entre 16°C y 18°C. A esta temperatura el metabolismo
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espermatico y el consumo de nutrientes se reducen, conservando la
anaerobiosis(Torrentes et al., 2013), para su posterior transporte y inseminacion artificial
(IA) en cerdos. Es una tecnologia de reproduccion asistida muy eficaz utilizada en més
del 90% de las cerdas en los principales paises productores de carne de cerdo. El principal
beneficio de la 1A en especies de animales domésticos se ve en la prevencién de la
transmision de enfermedades venéreas y mejorar la genética(Waberski et al., 2019)
existente en las granjas productoras de carne de cerdo en el pais, por ende se hace
indispensable contar con hembras con fertilidad comprobada en las granjas de cria las
cuales nos daran un factor de seguridad al momento de IA y Subsecuentemente nos
enfocarnos en un completo anélisis del material genético obtenido de los verracos de las
diferentes granjas, brindando calidad en la aplicacion de las tecnologias existentes y las
nuevas, que se puedan brindar dentro de cada instalacion productora de la ganaderia

porcina.
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6 Objetivos

6.1  Objetivo general
o Establecer el potencial uso de una prueba de funcion y resistencia

espermatica in vitro como predictor de la tasa de no retorno a celo en porcinos

6.2  Objetivos especificos

o Establecer si hay relacion entre la resistencia espermatica y funcionalidad
de membrana del espermatozoide porcino con la repeticion de celo en cerdas bajo un
sistema de inseminacion artificial

o Desarrollar la prueba de laboratorio de espermatozoides funcionalmente
competentes que permita evaluar la resistencia de la membrana del espermatozoide, la

morfologia y la funcionalidad de membrana de los espermatozoides de porcino.
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7 Marco tedrico

7.1  Contexto de la produccién porcina en Colombia

El contexto colombiano de la produccion de carne de cerdo. En Colombia segun
las cifras consolidadas por el departamento administrativo nacional de estadistica -
DANE, Entre 2010 y 2021 el consumo de cerdo per capita crecio 155,7% y, segun los
datos de Porkcolombia, la ingesta de esta proteina ya supera, en promedio, los 12,2 kilos
por cada consumidor. Sin desestimar que los costos de la carne también siguen
incrementando por la devaluacion que tiene un efecto directo para la porcicultura, dado
que el principal insumo para la actividad es el alimento balanceado, que se produce a
partir de materias primas importadas como el maiz y la soya, y pesan un 75 % en los
costos de produccion. A esto se sumo la crisis de fletes maritimos y logistica de la cual

aun el dia de hoy se ve reflejado en todos los insumos agropecuarios.

En cuanto a la produccion nacional de carne de cerdo en 2021 ascendi6 a 491.233
toneladas, registrando un crecimiento del 4,9 %, que corresponde a una oferta adicional
de 22.805 toneladas. Esta tendencia viene desde 2010 y consolida a la porcicultura como
una de las principales actividades agropecuarias y econdémicas a nivel nacional. Por eso
se hace de vital importancia, la aplicacién de nuevas biotecnologias reproductivas en el
gremio; ayudando a consolidarla como, una herramienta fundamental de los
porcicultores, que buscan mejorar las tecnologias existentes y aplicacién de las nuevas.
Dado que la produccién de carne porcina es de ciclo corto, lo cual durante la Gltima
década ha despertado el interés de potenciales productores; ya que no se requiere de

grandes extensiones de tierra para su desarrollo. Adicionalmente, aporta al aumento del
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motor productivo del pais, por sus altos estandares de calidad ofrecido en los

subproductos de origen porcino.

7.1.1 Aparato reproductor de la cerda

Los ovarios son bastante méviles, miden 5 cm de largo y se caracterizan por ser
irregulares, con muchos foliculos y cuerpos amarillos que sobresalen de su superficie.
Estan suspendidos entre los intestinos por largos meso ovarios. Cada uno de ellos esté la
mayoria de las veces unos pocos centimetros a lateroventral de la entrada pelviana (Dyce,

Sack, & Wensing, 1991).

7.1.1.1 Trompa uterina
Mide unos 20 cm de largo y empieza dentro de la bolsa ovarica en un gran orificio
que mira el ovario. Corre sobre el mesosalpinx coniforme para continuarse con el cuerno

del Gtero sin que haya ninguna constriccion perceptible (Dyce, Sack, & Wensing, 1991).

7.1.1.2 Cuerpo del utero

Es corto. Los cuernos contintan hacia adelante por unos centimetros dentro de un
revestimiento comun de musculo longitudinal, dando la impresién de que el cuerpo
uterino es mas largo de lo que realmente es. EI musculo circular, mas profundo, que esta
en la unién del cuerpo y los cuernos, forma un complejo esfinter que funciona de modo
que cuando la entrada de un cuero esta cerrada, la otra se halla abierta (Dyce, Sack, &

Wensing, 1991).



14

7.1.1.3 Cuernos uterinos

Son llamativos por su longitud. En el estado no gravido cada uno mide cerca de 1
metro de largo y en plena prefiez esta longitud puede duplicarse con facilidad porque a
veces cada cuerno contiene ocho o mas fetos (Dyce, Sack, & Wensing, 1991). Los
cuernos no gravidos y, para el caso, los ovarios son tan maviles que no se puede asignar
ninguna posicion exacta en la cavidad abdominal. Los cuernos estan hacia craneal de la
entrada de la pelvis, a mitad de camino entre el techo y el piso, suspendidos por unos

extensos ligamentos anchos.

7.1.1.4 Arteria uterina
Vaso sustancial, es la principal proveedora de sangre del utero, el cual también

recibe sangre de ramas de las arterias ovéricas y vaginal

7.1.1.5 Vena ovaria

Drena la mayor parte del Utero, ademés del ovario y trompa uterina, consiste en
dos o tres vasos intercomunicados. Junto con ramas de la arteria de la arteria uterina, la
arteria ovarica forma denso plexo en torno de los conductos venosos, permitiendo que las
prostaglandinas luteoliticas procedentes del cuerno uterino lleguen al ovario homolateral

(Dyce, Sack, & Wensing, 1991).

7.1.1.6 Cuello uterino
Es peculiar por su longitud de 25 cm y por la presencia de hileras de prominencias
de mucosa que sobresalen dentro de la luz y se interdigitan para ocluir el conducto (Dyce,

Sack, & Wensing, 1991). Sus extremos estan mal definidos; el canal cervical simplemente
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se ensancha en cada extremo para continuarse con el Utero o con la vagina. Cerca de la

mitad del cuello esta dentro de la cavidad abdominal.

7.1.1.7 Vagina

No representa particularidades.

7.1.1.8 Vestibulo
Es relativamente largo por que la uretra desemboca en el tracto genital en un sitio

bastante craneal.

7.1.1.9 Vulva
Es un tanto conica y esta inclinada de modo que la hendidura mira en direccion

dorso caudal

TRACTO REPRODUCTIVO DE LA CERDA
Aorta

Cuernos,
ulerinos

llustracion 1 Anatomia reproductiva de la cerda tomada de (Muirhead & Alexander, 2005)
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8 Ciclo estral de la cerda

El clico estral en la cerda tiene una duracion de 21 dias, con un promedio de 18-24
dias. Depende de la linea genética que se esté utilizando en las granjas. Debido a que la
especie porcina es poliéstrica continda, los ciclos se pueden repetir siempre que no exista
gestacion, lactacion, o efecto de alguna patologia. El ciclo estral de la cerda comprende

cuatro etapas: metaestro, diestro, proestro y estro(Galina & Valencia, 2008).

8.1 Metaestro
Tiene una duracion aproximada de 2 dias y se caracteriza por la presencia de los
cuerpos hemorragicos, a partir de los cuales se comienzan a formar los cuerpos lGteos

(Galina & Valencia, 2008).

8.2  Diestro

Tienen una duracion aproximada de 14 dias. En este periodo, bajo el estimulo de
la hormona LH, el cuerpo luteo se reorganiza hasta alcanzar su desarrollo al dia 12 a 14
del ciclo estral. Simultaneamente, los niveles de progesterona van en aumento hasta
alcanzar un nivel (25-35 ng/ml) entre el dia 10 y dia 14 del ciclo estral(Galina &

Valencia, 2008).

8.3 Proestro

Tiene una duracion de 2 a 3 dias; sin embargo, su duracioén en cerdas primerizas
se puede reducir hasta en un dia. En esta etapa se lleva a cabo el proceso de crecimiento y
maduracion folicular. Para el dia 16 a 21 del ciclo estral existe una gran cantidad de
foliculos entre 8 a 10 mm de didmetro poco antes de la ovulacion (Galina & Valencia,

2008).



8.4 Estro
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Tiene una duracion de 2 a 3 dias, generalmente esta fase inicia en las horas de la

madrugada.

Es la fase durante la cual la cerda es sexualmente receptiva al macho. Durante

esta ocurre la maduracion final de los foliculos, los cuales alcanzan su mayor nivel

esteroidogénico, produciendose un pico preovulatorio de estrogenos (Galina & Valencia,

2008).

En esta etapa la porcion interna de la vulva esta congestionada y himeda por las

secreciones de la vagina y de otros segmentos del aparato reproductivo(Galina &

Valencia, 2008).

Fase folicular

Estradiol Periodo de estro

Hipotalamo
Hipofisis

Ovarios

Estradiol

Perfil hormonal

(PR SRS, e

Fase latea

(S

Frogesterona

Dia 0 Owulacion
Dias

llustracién 2 Ciclo estral de la cerda tomada de (Sanchez, 2013)
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8.5 Gestacion en la cerda
La duracion de la gestacion es de 114 dias con un promedio de 110 a 120 dias. Los
niveles hormonales de progesterona producida por los cuerpos lUteos, alcanza su pico alto

a los 10 dias pos servicio (Galina & Valencia, 2008).

9 Inseminacion artificial en cerdas
Segun el punto de deposicion del semen las técnicas de inseminacion se agrupan

como:

9.1 Inseminacion cervical o standard (SAI)

En SAI fijamos el catéter al inicio del cérvix. El semen debe atravesar este
laberinto y alcanzar el cuerpo del Utero, desde donde se distribuye a ambos cuernos. Las
técnicas utilizadas pretenden mejorar el paso del semen por el cérvix y conseguir que
Ilegue suficiente cantidad al cuerpo del Utero, para garantizar la fecundacion. Por eso se
insemina con semen fresco, con el macho delante, estimulando la cerda con masajes,
simulando la monta con la ayuda de mochilas u otro tipo de material y se aplican técnicas

de autoinseminacion (Torrentes et al., 2013)

9.11.1.1 Inseminacidn post cervical (PCAI)

En PCAI se infunde el semen directamente en el cuerpo del Utero. Esto permite la
fecundacion en ambos cuernos. Para ello se utiliza una canula mas larga, fina y flexible
que un catéter convencional. Esta canula esta concebida para pasar entre las
anfractuosidades del cérvix sin causar dafios. Para poder introducir la canula con facilidad

en el cérvix, se utiliza un catéter guia. La canula post cervical se introduce por el interior
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de un catéter que previamente se ha fijado en el cérvix como se haria en una inseminacion

convencional (Torrentes et al., 2013)

9.2 Inseminacion intrauterina profunda (DUI)

En DUI, el material utilizado es muy similar al empleado en PCALI, pero la canula
es considerablemente mas larga. El objetivo es depositar el semen sélo en uno de los
cuernos, lo mas cerca posible de la unién Gtero-tbarica (UUT). Esto dificulta
enormemente la fecundacion bilateral, por lo que puede reducirse la

prolificidad(Torrentes et al., 2013).

1LAPC

llustracion 3 Zona de deposicion del semen segUn tipo de inseminacion (Gil, 2007)

10 Pasos para la aplicacion del semen
Limpiar la vulva con gaza y agua destilada, abrirlos labios vulvares e introducir el
cateter previamente lubricado con unas gotas de semen o gel lubricante no espermicida.

(Torrentes et al., 2013).
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llustracion 4 Limpieza de la vulva tomada de (Torrentes & Torres, 2013)

Desplazar suavemente el catéter hacia adelante y arriba en un angulo de 45°
dirigiendolo hacia la columna vertebral para evitar introducirlo al meato urinario y dar

suaves movimientos de empuje y rotacion (Torrentes et al., 2013).

llustracion 5 Introduccién del catéter en
angulo de 45° tomada de (Torrentes & Torres, 2013)

Una vez introducido parte del catéter, se notard cierta resistencia, es la entrada al
cérvix, rote el catéter en el sentido contrario a las agujas del reloj para que el extremo del
mismo quede trabado en los pliegues del cuello uterino, que se encuentran turgentes y

facilitan el sellado perfecto del catéter(Torrentes et al., 2013).
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Sacar la dosis del termo y rotarla para resuspender las células, romper el orificio
de salida del semen y acoplar el frasco al extremo libre del catéter introduciendo
lentamente el contenido, permitiendo que el semen fluya por gravedad. En las cerdas
multiparas el contenido desciende facilmente por gravedad, en las primerizas a veces es

necesario una ligera presion.(Torrentes et al., 2013).

llustracion 6 Deposicion del semen, tomada de (Torrentes & Torres, 2013)

Una vez terminado el proceso dejar el catéter colocado en el cérvix para evitar
reflujo del semen, esperar para que la cerda lo libere de manera fisioldgica y retire el
catéter suavemente rotandolo en sentido a las agujas del reloj. La duracién de la

inseminacion debe ser entre 5 y 10minutos (Torrentes et al., 2013).




llustracién 7 Finalizacion de la 1A
tomada de (Torrentes & Torres, 2013)

Si la cerda se encuentra en celo en la mafiana se debe inseminar a la mafiana
siguiente, si la cerda entro en celo en la tarde, es conveniente inseminarla en la tarde del
dia siguiente. Las otras montas o inseminaciones se hacen cada doce horas con un
maximo de 3 servicios a fin de abarcar el maximo periodo de la ovulacion (INVITA,

Melissa Alvarez 2006).

11 Método de deteccion de celo en cerdas
Las cerdas entran en celo cada 21 dias en promedio si estas no son montadas
repetirdn cada tres semanas; la duracion del celo varia de 36 a 96 horas. De uno a dos

dias antes, hay sintomas que nos permiten detectarlo; se divide en tres momentos:

11.1  Precelo tiempo antes del celo se caracteriza por:

o Vulva agrandada y enrojecida

o Nerviosismo

o Grufiidos

o Poco moco vaginal

o Muerde las jaulas y los comederos
o Monta a otras cerdas

o Busca al verraco

o Prueba de presidn sobre el lomo negativa

22



11.2

llustracion 8 Cerda en celo, vulva enrojecida y grande tomada de (Melissa, 2006)

Celo o tiempo de celo verdadero
Vulva un poco enrojecida e hinchada
Moco vaginal, a veces abundante
Pierde el apetito, a veces hay salivacion
Lomo arqueado

Ojos vidriosos

Cola hacia arriba y en movimiento
Grufiido caracteristico

Se deja montar por otras cerdas

Inmovilidad al presionar el lomo

23
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llustracion 9 Cerda con reflejo de lordosis momento ideal para la monta o IA, tomada de (Melissa, 2006)

11.3

Post celo o tiempo después del celo

Ya no existe hinchazon ni enrojecimiento de la vulva
Reflejo de inmovilidad ya no existe

Durante este momento se ha pasado la etapa fértil

La cerda vuelve a su condicién normal

Entre los principales signos del celo mencionaremos el reflejo de inmovilidad (la

cerda se esta quieta en presencia del macho), de hecho, tendriamos que decir que este “ES

el signo”. Pero no podemos dejar dimensionar otros signos que en mayor o menor escala

se pueden dar en el celo de la cerda, entre estos destacaremos (Miquel Collell, 2007).

Agrandamiento de la vulva. En toda la fase del celo.
Presencia moco pegajoso en vulva. Més presente en la fase final del celo.
Intentos de montar a sus comparieras. Apreciable cuando estan en grupos.

Inapetencia. Durante el celo se produce un aumento de estrégenos (una

hormona) en la cerda. Los estrogenos tienen un cierto efecto depresor del hambre sobre la

cerda.

Grufidos. La cerda emite unos grufiidos de larga duracion.
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o Orejas erguidas hacia arriba. En presencia de macho algunas cerdas
levantan las orejas.

o Cola levantada. Al igual que puede suceder antes del parto (de hecho es un
signo més de la inminencia departo), algunas cerdas en presencia de macho pueden

levantar ligeramente la cola.

12 Aparato reproductor del cerdo
Los drganos reproductores del verraco se caracterizan por la posicion sub anal del
escroto, unas grandes glandulas vesiculares y bulbuouretrales y un pene fino dotado de

una flexura sigmoidea.

12.1 Cola del epididimo

Es prominente y palpable, y el respectivo polo del testiculo apunta en direccion
caudodorsal cerca del ano. El borde libre del testiculo mira en direccion caudoventral, en
tanto que el borde de insercion esta aplicado contra la superficie caudal del musculo

(Dyce, Sack, & Wensing, 1991).

12.2  Cordones espermaticos
Estan junto con el pene en el espacio subcutaneo comprendido entre los muslos.
Las tdnicas vaginales y los cremasteres adheridos a su superficie medial estan encerrados

por una gruesa fascia espermatica que se fusiona con la fascia medial de los muslos.

12.3 Conducto deferente
Vira marcadamente en direccion dorso medial para desaparecer entre la vejiga

urinaria y la gran glandula vesicular. Sin agrandarse para formar ampollas, los conductos
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derecho e izquierdo convergen por dorsal con la uretra, penetran en el cuerpo de la
préstata y desemboca en la uretra pelviana sobre una ligera elevacion (Dyce, Sack, &

Wensing, 1991).

12.4  Glandulas vesiculares

Desembocan en la uretra junto a los conductos deferentes. Estas glandulas son tan
grandes que solo sus extremos caudales estan en la cavidad pelviana y su mayor parte
sobresale dentro de la cavidad abdominal més alla del cuello de la vejiga, donde estan

rodeadas por el pliegue genital (Dyce, Sack, & Wensing, 1991).

12.5 Prostata
Es pequefa e irregular. La mayor parte de la prostata del verraco esta diseminada
dentro de la pared de la uretra pelviana y emite su secrecidén por medio de numerosas

aberturas pequefias (Dyce, Sack, & Wensing, 1991).

12.6  Glandulas bulbo uretrales
Son notables por su forma y tamafio. Estan a dorso lateral de la uretra pelviana, en
la cual descargan su secrecién mediante conductos Unicos que desembocan cerca de la

arcada isquiética.

12.7  Glandulas genitales accesorias

Estan relacionadas con el volumen de eyaculado, que promedia unos 200 mi

12.8  Pene
Compuesto por cuerpo esponjoso se agranda para formar un engrosamiento en
superficie caudal (Dyce, Sack, & Wensing, 1991). Este engrosamiento esta cubierto en su

porcion caudal por el grueso bulbo esponjoso y forma el bulbo del pene.
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12.9 Pilares del pene

Se originan en la arcada isquidtica a craneal del bulbo y, rodeados por los
musculos isquiocavernosos, convergen para formar el cuerpo del pene que mide 60 cm de
largo cuando esta flacido y tiene una gruesa tunica albuginea que envuelve el cuerpo
cavernoso Yy el cuerpo esponjoso (Dyce, Sack, & Wensing, 1991). El pene esta retorcido
en su eje longitudinal mas o menos en una vuelta anti horaria completa al mirarlo de

distal.

12.10 Prepucio

Relativamente largo y aloja la parte libre del pene en su estrecha mitad caudal. La
mitad craneal es mas ancha y se comunica dorsalmente con un diverticulo prepucial, saco
que contiene un liquido maloliente constituido por detritos celulares empapados de orina
(Dyce, Sack, & Wensing, 1998). El diverticulo se halla cubierto por el musculo prepucial
craneal que lo vacia antes de la copula y lubrica el pene; aparte que produce el mal olor

que rodea el verraco.



TRACTO REPRODUCTIVO DEL VERRACO

Glandula prostética

Testiculo

Epididimo

Prepucio (cabeza)

llustracion 10 Aparato reproductor del verraco tomada de (Muirhead & Alexander, 2005)

mismo a partir de una fase de asociacion celular, hasta que esa area recupera su imagen

inicial.

dias.

13 Fisiologia reproductiva del macho

13.1 Espermatogenesis

El ciclo del tabulo seminifero es la serie de cambios que ocurren en un area del

28

En el verraco se han detectado ocho fases que se efecttan en el transcurso de 8 a 6

La espermatogenesis, o transformacion de espermatogonia en espermatozoide

maduro, se efectlia en 34.4 dias. El espermatozoide tarda 10.2 dias en recorrer el

epididimo, periodo durante el cual sufre cambios en su madurez que le confieren su

capacidad fecundante. Asi, los espermatozoides que se encuentran en la cabeza del
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epididimo tienen una baja tasa de fertilizacion, mientras que los que se hallan en la
porcién proximal y distal del mismo presentan una alta tasa de fertilizacion (Ramirez,

2006).

Espermatidas
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Espermatocito  Espermatocito : mAduEes
primario secundario Diferenciacion

llustracion 12 Espermatogenesis tomada de (Valdés, 2015)

14 Métodos de recoleccion de semen

141  Manual
El material utilizado en este método consta de un guante estéril muy fino que no
afecte la sensibilidad de la mano. Y un termo bien esterilizado, con capacidad para 400 o

500 cm3 y 37°C de temperatura, a fin de evitar choques térmicos(Ramirez, 2006).

Para evitar la contaminacion del material utilizable en inseminacién debe filtrarse,
con una grasa para separar la de la masa gelatinosa procedente de la glandula de Cowper,

bulbo uretral.
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14.2  Vagina artificial

El operario la lleva en su mano derecha y dirige el pene hacia adentro con la
mano izquierda. Al sentir el canal lubricado y los 37°C de temperatura, el verraco mueve
el pene instantaneamente en forma cilindrica, presiona la vagina mediante una pera de
Richardson con lo que se produce la estimulacion, el verraco erecciona el pene que

queda aprisionado iniciando la eyaculacion(Ramirez, 2006).

14.3  Transporte del semen
Uno de los principales inconvenientes en el transporte del semen es la

conservacion de una temperatura estable, entre 14 a 17 °C.

15 Generalidades del espermatozoide porcino

El espermatozoide porcino es extremadamente sensible a la peroxidacion lipidica,
debido a la alta concentracion de acidos grasos poliinsaturados en los fosfolipidos de
membrana y a la baja capacidad antioxidante del plasma seminal, generando una excesiva
formacion de radicales libres, perjudicando aun mas la integridad y funcionalidad de las
membranas (Suhevic, 2015). El colesterol también mantiene la integridad de la membrana
plasmatica por la alta sensibilidad del espermatozoide del cerdo al choque térmico, lo cual
esta relacionado con la cantidad relativamente baja de moléculas de colesterol que,
durante el enfriamiento, conduce a la separacion de fase lateral de los lipidos y la
agregacion irreversible de proteinas con la pérdida de la permeabilidad selectiva. La
accion protectora y la capacidad de estas proteinas de prevenir la capacitacion de los
espermatozoides; se conocen como factores de descapacitacién y pueden influir en la crio

tolerancia de los espermatozoides; se ha establecido que las cantidades relativas de
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proteinas presentes en el plasma seminal PS (Fibronectina 1, FN1); infieren en la buena y
mala capacidad de congelacion de los eyaculados ya que los componentes del plasma
seminal PS, son considerados instrumentos de gran potencial para mejorar la aplicacion
de nuevas tecnologias al momento de la crio tolerancia espermatica (Valencia et al.,
2020). Las proteinas que estan presentes en el PS del verraco en un 90% son las
espermadhesinas las cuales se unen a la membrana espermatica durante la eyaculacion y

son liberadas durante la capacitacion de los espermatozoides.

Estos poseen caracteristica de tolerancia osmotica son de gran importancia al
momento de aplicar biotecnologias como la crio preservacion, dados los cambios
osmoticos drasticos que alli ocurren por la crio injuria que afecta la membrana
espermatica durante el enfriamiento y la restriccion de los movimientos laterales de los
fosfolipidos; en la medida en que va disminuyendo la temperatura, el agua extracelular se
va congelando, y la concentracion del medio de congelacion aumenta como consecuencia,
convirtiéndose en un ambiente mas hipertonico(Yeung et al. 2006, Petrunkina et al.
2007a, Petrunkina et al., 2004). Como respuesta, la célula espermatica sufre mas
deshidratacién por salida de agua a favor de gradiente de concentracion, lo que permite la
salida de agua intracelular. En este caso, si la velocidad de congelacion es lenta, el
desequilibrio osmatico generado por la aplicacidn del crioprotector permeable es suplido
por la salida de agua, la reduccion del volumen celular, y la entrada de crio protector
aumentando la osmolaridad intracelular con el fin de evitar la formacion de cristales de
hielo intracelulares que puedan dafar la membrana del espermatozoide; se ha despertado
un interés en investigar todo lo relacionado con el mecanismo subyacente en la

interaccién de los componentes del plasma seminal (PS), y las proteinas protectoras que
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recubren la membrana plasmatica de los espermatozoides que generan una estabilidad de

la misma; acompafiada de una prevencion del eflujo de colesterol (Valencia et al., 2020).

llustracién 13 Espermatozoides porcinos
fuente propia. Laboratorio de reproduccién animal
(Universidad de Caldas, 2022)

16 Proceso de capacitacion espermatica

La capacitacion y reaccion acrosomal del espermatozoide son eventos que se
desarrollan en el aparato reproductor de la hembra y son indispensables para vertebrados
de fecundacion interna(Arenas et al., 2010). Estos eventos requieren inicialmente la
eliminacién de los factores descapacitantes presentes en el semen, asi como una serie de
cambios en el espermatozoide tanto lipidicos como proteicos de su membrana celular, la
activacion de canales ionicos, la sintesis de AMPc (adenosin monofosfato ciclico), la
fosforilacion-desfosforilacion proteica, la activacion de enzimas, la reaccion acrosomal
con exocitosis y fusion de membranas, la vesiculacion y finalmente un aumento

considerable de su movilidad.

La capacitacion es un proceso del espermatozoide que comprende una serie de
cambios previos a la fecundacion, se desarrolla en el aparato reproductor femenino en

vertebrados de fecundacion interna, y requiere de la comunicacion entre el
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espermatozoide y los ambientes que recorre en su transito hacia el sitio de fertilizacion.
Cuando se une al ovocito, se induce otro proceso denominado reaccion acrosomal
(exocitosis), asi como la hiper movilidad, que es un movimiento especial del flagelo, el
cual facilita su desplazamiento, la penetracién de las cubiertas del ovocito y finalmente la

unioén con este(Arenas et al., 2010). Hay que aclarar que el proceso de capacitacion puede

también ser inducido in vitro.

Flagelo o cola Cabeza
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llustracion 14 Procesos fisiolégicos del espermatozoide tomada de
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=50120-06902006000400008

16.1 Cabeza

Es el nucleo, con ADN super enrollado, gracias a las proteinas denominadas
protaminas que sustituyen a las histonas en otros tipos celulares, con una envoltura

nuclear (EN) de la cual se han removido durante la espermatogenesis los complejos de


http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-06902006000400008
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poro nuclear (CPN), con excepcion de algunas especies que las presentan. El
citoesqueleto participa en el soporte de la membrana plasmatica y de la membrana
acrosomal y algunos de sus elementos son termosensibles. El principal elemento del
citoesqueleto de la cabeza del espermatozoide es la teca peri nuclear (TP), que es una
capsular rigida que cubre el nucleo del espermatozoide de mamiferos y tiene como
funcion la unién de las membranas espermaticas y la preservacion de su integridad

(Arenas et al., 2010).

16.2 Flagelo

Es la parte encargada del movimiento, se divide en cuatro regiones; la pieza de
conexion, que une a la cabeza con el flagelo, la pieza media, que es también Ilamada
cuello y donde se encuentran las mitocondrias en un arreglo helicoidal, la pieza principal
que abarca la mayor parte del flagelo utilizado en la propulsién, y la vaina fibrosa o parte
terminal de la cola(Arenas et al., 2010).Cada region tiene funciones especificas en el

movimiento, reconocimiento del ovocito y la fecundacion

16.3 Cambios durante la capacitacién

La localizacion de la actina en la region acrosomal de algunas especies de
mamiferos respalda su posible participacion en la capacitacion espermatica y en la
reaccion acrosomal (RA); asi, la polimerizacion y despolimerizacion de la actina pueden

estar involucradas en la funcion espermatica. En el espermatozoide del cerdo, cobayo,
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toro, raton y carnero, la polimerizacion de la actina ocurre durante la capacitacion y el
desdoblamiento de la F-actina debe ocurrir para que se lleve a cabo la RA(Arenas et al.,
2010). En el espermatozoide de verraco, la inhibicion de la polimerizacion de la actina

bloquea su capacidad para fertilizar in vitro.
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llustracion 15 Procesos fisiolégicos previos a la fertilizacién tomada de
http:/fwww.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=50120-06902006000400008

16.4 Pérdida de los factores descapacitantes

Los factores descapacitantes son moléculas que se originan en las secreciones
testiculares, epididimarias y seminales y que funcionan protegiendo a los espermatozoides
durante su periodo de almacenamiento en la region caudal del epididimo, estabilizando el
acrosoma o inhibiendo la unién con la zona pelucida (ZP) del ovocito, por lo que es
importante su remocion antes de la fecundacion, pues se ha sugerido que estos factores
actuan bloqueando a los receptores o grupos electrostaticos localizados en la
membrana(Arenas et al., 2010). Cabe sefialar que la cara externa de la membrana

plasmatica es rica en carbohidratos cargados eléctricamente (glicocaliz), en esta cara se
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encuentran los carbohidratos absorbidos o polisacéridos unidos a la membrana por

uniones superficiales no covalentes.

17 Prueba de evaluacion de la integridad de la membrana del

espermatozoide

La supervivencia espermatica en semen porcino se evalla mediante la coloracion
con Yoduro de propidio (Pl de la nominacion en inglés: propidium iodide). EI Pl es un
colorante que tiene la propiedad de atravesar solo la membrana plasmatica permeable
(dafiada) o en proceso de degeneracidn, para unirse y tefiir el ADN celular, sirviendo de
indicador del dafio de la membrana (Silva y Gadella, 2006); cuando el Pl penetra la
célula, emite una fluorescencia roja en la cabeza del espermatozoide, por tanto, permite
identificar la poblacion de espermatozoides viables que no presentan coloracion (Silva y

Gadella, 2006).

17.1  Prueba de funcion y resistencia espermatica

Con este método se pueden distinguir y cuantificar facilmente los espermatozoides
funcionalmente competentes, es decir: vivos, con funcionalidad bioquimica de la
membrana, con resistencia acrosdmica, sin anormalidad de cabeza y tracto intermedio, sin
gotas citoplasmicas y no aglutinados. El test de hinchazén hipoosmética (HOST, de su
nombre en inglés, Hypoosmotic Swelling Test) es una prueba que determina la

funcionalidad de la membrana plasmatica, mediante exposicion de los espermatozoides en
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un medio hipoosma@tico (propiedad de presion de una solucion que esta relacionada con la
baja concentracion de su soluto), debido a que la exposicidn de estos a condiciones
hipoosmaticas produce aumento de la entrada de agua en un intento de alcanzar el
equilibrio osmotico, lo cual aumenta el volumen de la célula (Jeyendran et al., 1984). La
presencia de colas hinchadas es signo de que el paso a través de la membrana se da
normalmente (Pérez-Llano et al., 2001). La combinacién del HOST Yy la tincién con Pl,
permite evidenciar la proporcion de células vivas, y con funcionalidad de membrana
después de estrés osmotico (Pérez-llano et al., 2009); y la fijacién con glutaraldehido al
2% o solucion salina formulada después de HOST permite evidenciar los
espermatozoides con resistencia acrosémica (Pérez-1lano et al., 2003; Pursel y Johnson,
1974). En el caso de la aglutinina de cacahuete de Arachis hypogaea ligada a fluoresceina
5-isotiocianato FITC-PNA, es una aglutinina que se une a azucares especificos de la
membrana acrosomal externa los cuales se exponen luego de que el espermatozoide ha
tenido un dafio en el acrosoma o una reaccion acrosomica (Silva y Gadella, 2006). En este
sentido, es importante mencionar que un espermatozoide que ha tenido reaccion
acrosdmica de manera prematura, antes de la inseminacion, es un espermatozoide no
viable. Ambos el Pl y el FITC-PNA se detectan mediante microscopia de fluorescencia
con un filtro de 488nm. De otro lado, la evaluacién, al mismo tiempo y en los mismos
espermatozoides con tincion con técnica de contraste de fases permite ver alteraciones
morfoldgicas en los espermatozoides, de tal manera que la combinacion de estas técnicas
para evaluar varias caracteristicas del espermatozoide a la vez, permite la identificacion

de una poblacidn élite con alto potencial de fecundar.



38

18 Diluyente

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 (Valencia2006).

La diluciéon del semen porcino es una practica que brinda a la industria porcina la
posibilidad de aprovechar al maximo la capacidad reproductiva del verraco, para ello los
diluyentes en donde se conserva el material seminal, deben proporcionar los nutrientes
necesarios para el mantenimiento metabdlico de la célula espermatica (glucosa), la
proteccion frente al shock térmico por frio (BSA), controlar el pH del medio (bicarbonato,
TRIS, HEPES), la presion osmética (NaCl, KCI) y los antibi6ticos para la inhibicion del

desarrollo microbiano (Cuenca Condoy & Avellaneda Cevallos, 2017).

18.1 Tipos de diluyente

18.2 Diluyentes de corto plazo
Se utilizan principalmente en lugares donde la distribucion de las dosis seminales

es a corta distancia, conservan el semen a 15-20° (15), entre las principales ventajas que
presentan estos diluyentes consta:

o La utilizacién de una concentracion espermatica baja, que permite realizar
mas inseminaciones con una sola recoleccion.

o El bajo costo en su preparacion, obteniéndose resultados reproductivos
similares.

El BTS, conocido también como férmula base o diluyente de referencia, permite

mantener viable el material espermatico a 17°C durante unos 5 dias.
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El citrato de sodio-yema de huevo, considerado como diluyentes de primera
generacion, fue empleado para la conservacion de semen porcino

Por un periodo de 24 horas.

18.3 Diluyentes de largo plazo

Tienen una duracién de 4 dias 0 mas, se utilizan en zonas donde el lugar de
produccién seminal y el lugar donde va a ser utilizado el semen es distante, (Cuenca
Condoy & Avellaneda Cevallos, 2017); ademéas 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 dilucién con agua destilada, control elevado de contaminacién
bacteriana utilizando un antimicrobiano no espermicida, y con una refrigeracion entre 15-
17°C.

Androstar Plus®, MRA® y MIII®, analizando: viabilidad, funcionalidad de
membrana, integridad acrosomal y movilidad, ellos determinaron que no existen
diferencias significativas, entre estos diluyentes siendo similar su capacidad de
conservacién durante un periodo de 4 dias.

Entre las principales ventajas que nos ofrecen estos diluyentes constan la
posibilidad de transportar el semen a largas distancias, ahorro de

importaciones y reduccion de costos por concepto de sementales, alimento e
instalaciones, (Cuenca Condoy & Avellaneda Cevallos, 2017); ademas permiten realizar
pruebas diagnosticas del semen antes de ser utilizadas, para comprobar la presencia de
virus, calidad del semen, y por ultimo brindan una mejor distribucién de las muestras

seminales.
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19 Prediccion de la fertilidad en el ganado porcino

Para predecir que un eyaculado de un verraco es fértil, se evalian pardmetros
bioquimicos como la tincion vital. La cual evalia morfoanomalias totales, el acrosoma y
las variaciones de la funcionalidad de membrana. Los test de funcionalidad, pueden ser
una herramienta til, para desechar los eyaculados de baja calidad aunque esta técnica no
alcanza la sensibilidad predecible para dar un resultado positivo en la prediccion de
fertilidad del macho(Gadea, 1997).

A continuacion se mencionaran aspectos complementarios que permitan predecir

la fertilidad en el ganado porcino, ya que su evaluacion se realiza directa mente en campo.

19.1.111 indices productivos y reproductivos evaluables en la produccion

porcina tomado de (Martinez &Ramirez, 2010).

o Porcentaje de fertilidad, es el numero de cerdas que quedan gestantes,
expresado en porcentaje. Para ello se tiene que en cerdas primerizas se tiene un 85 a 95%.

En el caso de las cerdas multiparas 80 a 85%.

. Tasa de no retorno a celo, es el nimero de cerdas servidas que manifiestan
signos de estro, lo cual se evalta desde el dia 18 postservicio hasta el dia 23; este se debe
realizar dos veces al dia, detectando visualmente, este el método mas utilizado por sus bajos
Costos.

. Porcentaje de repeticiones, es el nimero de cerdas que no quedan gestantes
después de recibir su servicio, expresado en porcentaje. Para ello se tiene que en cerdas
primerizas, se tiene un 20% o menos, en cerdas multiparas se tiene un 15% o menos, y en

general va de un 15% a 20%.



41

. Promedio de lechones paridos vivos, es el promedio de lechones paridos
Vvivos por cerda en cada parto. Para ello se tiene que en cerdas primerizas se tiene un rango
de 8 a 10 lechones y en cerdas multiparas un rango de 9 a 12 lechones.

. Promedio de lechones paridos muertos por parto, son los lechones que
mueren en el Gltimo tercio de la gestacion o durante el parto. Expresado en porcentaje va
de un 4% a un 9%.

. Promedio de momias, son los fetos que murieron durante el segundo o tercer
tercio de la gesta

. Promedio de lechones paridos en total, es la suma de los lechones paridos
vivos + muertos + momias. Va de un rango de 8 a 12 lechones totales. Este parametro se
afecta por el sistema de cruza- miento que se tiene o las montas que se tengan, dependiendo
de éste la fertilizacion lograda.

. Peso individual de lechon promedio al nacimiento, es el peso individual de
los lechones paridos vivos. Va de un rango de 0.800 g a 2.000 g.

. Dias de lactancia, la duracion va a depender del manejo establecido.

Actualmente va de un rango de 21 a 28 dias 0 mas.

Posteriormente se evaluaran los parametros relacionados espermatozoides
funcionalmente competentes y su funcionalidad de membrana, se procedera a realizar la
prueba combinada hipoosmaética o de HOST, en combinacion con Fluoresceina 5-

isotiocianato o marcaje PI/FITC-PNA y fijacion con solucion formolada.

Con este método se pueden distinguir y cuantificar facilmente los EFC, es decir:

vivos, con funcionalidad bioguimica de la membrana, con resistencia acrosémica, sin
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anormalidad de cabeza y tracto intermedio, sin gotas citoplasmicas y no aglutinados. La
exposicion de los espermatozoides a condiciones hipo osmoticas en el HOST produce
aumento de la entrada de agua en un intento de alcanzar el equilibrio osmético, lo cual
aumenta el volumen de la célula. La presencia de colas hinchadas es signo de que el paso

a través de la membrana se da normalmente.

19.2  Antecedentes de la investigacion

La tincidn de fluorescencia puede categorizar espermatozoides vivos y muertos en
el eyaculado e identificar los espermatozoides con mitocondrias activas (Yeste, 2015).
mediante esta técnica de tincion fluorescente se obtuvo una intensidad de coloracién que
permitié una lectura correcta, no existiendo interferencia de tincion entre los
fluorocromos (Suhevic, 2015). Ademas, el procedimiento result6 préctico en condiciones
de laboratorio. Al evaluar dos parametros espermaticos en forma simultanea, se logré una
mayor eficiencia para la obtencién de los resultados (Miguel et al., 2014). De esta forma
investigaciones previas lograron clasificar a las células espermaticas en cuatro
subpoblaciones de acuerdo a los patrones fluorescentes obtenidos (membrana plasmatica
y acrosomal intacta, membrana plasmaética y acrosomal dafiadas, membrana plasmética
intacta y acrosomal dafiada y membrana plasmatica dafiada y acrosomal intacta (Suhevic,

2015).
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20 Materiales y métodos

20.1 Tipo de estudio
Correlacional de prediccion, relacion entre variables in vitro y una variable

dependiente in vivo

20.2 Linea de investigacion

Biologia de la reproduccion animal

20.3  Lugar de investigacion

Tres granjas ubicadas en los departamentos de Cundinamarca, Caldas y Cauca
Granja Agropecuaria Alfa S.AS. Vereda la Tetilla, Cundinamarca

Granja Topigsgenética, Municipio de Belalcazar Caldas

Granja Los Naranjos, Municipio del Tambo Cauca

20.3.1.1.1.1  Universo poblacional y tamafio de la muestra

Catorce (14) eyaculados obtenidos de 14 verracos provenientes de tres granjas
porcicolas, entre 400 y 800 dias de edad, linea genética TRAXX, PIC 410 y PIC 337,
alimentados con concentrado comercial para verracos 2-3 Kg/dia, agua ad libitum, en
jaulas de 2,4 x 0,6 mts, con frecuencia de eyaculacion de minimo 4 dias y maximo 8 dias
en horas de la mafiana (7:00 -9:00 a.m.), manejo de acuerdo a los estandares de centros de

inseminacién para porcinos.
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20.4  Obtencion de las muestras

Los eyaculados fueron obtenidos mediante la técnica de mano enguantada y
filtracion de la fraccidn gelatinosa (tapioca) entre 7am a 8am, la coleccion se realiz6 en un
termo apto para semen porcino; seguidamente, se realizd medicion de la concentracion
espermatica mediante espectrofotometria para realizar dilucion 30 x10° ml en dosis de
100 ml en diluyente Androstar Plus®. Posteriormente se realiz6 enfriamiento lento y

progresivo hasta 17C° durante 2 horas.

20.5 Disefio experimental

Para establecer la relacidn entre la resistencia al estrés osmético y la funcionalidad
espermatica con la tasa de no retorno a los 18 dias — 22 dias pos inseminacion, se
evaluaron 12 eyaculados in vitro en contra muestras de semen diluido, paralelamente, con
el resto de dosis producida por eyaculado se realiz6 inseminacién artificial a las cerdas.
La resistencia al estrés osmético y la funcionalidad espermaética se evaluaron mediante
dos test de laboratorio: el HOST (test de hinchazén hipoosmotica) (Pérez-Llano et al.,
2001) y la prueba de EFC (Espermatozoides funcionalmente competentes) (Valencia et
al., 2019), con modificaciones menores (Ver Tabla 1). A las cerdas se les hizo deteccién

de celo entre los 18 y 22 dias pos inseminacion para establecer la tasa de no retorno.

1 Tabla Variables evaluadas, definicion, técnica utilizada, unidades de medicion y valores de referencia funciony resistencia de
membranas del espermatozoides porcinos y su correlacion con la tasa de no retorno a celo

Variables Descripcion de la Técnica Unidades de  Valores de
variable utilizada medicion referencia
Independientes Funcionalidad de la Espermatozoides cuya  Test de Porcentaje >60 % Pérez-
membrana membrana es hinchazén Llano et al.
espermatica funcional y permite la  hipoosmética (2001)

entrada del agua a la (HOST,
célula por 6smosis en  hypoosmotic
un ambiente swelling test)
hipoosmatico
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Espermatozoides Poblacién de Prueba Porcentaje >25%
funcionalmente espermatozoides con combinada Valencia et al.
competentes integridad y viabilidad por PI, (2009)

funcionalidad de la integridad del

membrana, con acrosoma con

morfologia normal, FITC-PNA,

con el acrosoma resistencia de

integro después de membrana por

sufrir estrés estrés

hipoosmatico hipoosmatico

(Resistencia
osmética), que
potencialmente

fecunda
Dependiente Tasa de no retorno No deteccién de celo Deteccidn cada Porcentaje >95%
después de 18 a 22 12 horas entre los
dias pos inseminacion  dias 18 a 22
de la cerda después de la

inseminacion con
macho recelador

20.6  Andlisis estadistico

Los datos fueron tabulados en Excel y el analisis estadistico se realiz6 con el
programa IBM SPSS para Windows (Ver. 25.0; Chicago, IL, USA). Se realizaron pruebas
de normalidad y homocedasticidad a través de los tests de Shapiro-Wilk y de Levene.

Se realizé andlisis de correlacion de Pearson al cumplir con los criterios de
normalidad y homogeneidad de varianza y se consideraron correlaciones significativas
aquellas gque alcanzaron niveles de probabilidad P< 0,05. Las correlaciones realizadas
fueron entre la proporcion de espermatozoides funcionalmente competente y el porcentaje
de espermatozoides con funcionalidad de membrana, y luego correlacion entre las dos
variables anteriores con la tasa de no retorno. En caso de correlaciones moderadas a altas
y significativas se realizo un analisis de regresion lineal para establecer el valor predictivo
de las variables. El resultado del anélisis es un coeficiente de correlacion que puede tomar
valores entre -1 y +1, siendo correlacion baja y positiva entre 0 y 0,39, correlacion
moderada entre 4,4 y 0,69, correlacion alta entre 0,7 y 0,89 y muy alta entre 0,9 y 0,99.

El R2 es el porcentaje de variacion de la variable de respuesta que explica su relacion con
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una o mas variables predictoras, este valor entre mas alto la variable independiente

explica o predice mejor la variable dependiente.

21 Preparacion y conservacion de las muestras

El material a analizar es una contra muestra de semen diluido refrigerado,
preparada en cada granja y transportada al laboratorio de acuerdo con sus propios
protocolos. Los criterios basicos aplicados son: dosis seminales de 80 a 100 mL con 2,5-3
x10° células, empacadas en recipientes plasticos estériles bien cerrados y completamente
identificados, refrigeradas a 15-17,7 °C en diluyente Androstar Plus®, y enviadas al

laboratorio inmediatamente después de procesadas.
21.1 Desarrollo de las pruebas de resistencia y funcionalidad espermatica

21.2  Prueba de espermatozoides funcionalmente competentes (EFC)
El método a continuacion se desarroll6 de acuerdo a lo descrito por Pérez- Ilano et

al. (2009) y Valencia et al. (2019), con modificaciones.

21.3 La prueba consistié en una combinacién del SHOST, marcaje con PI/FITC-
PNA vy fijacion con solucién formolada

La combinacién del SHOST vy el marcaje con Pl y FITC-PNA permite evidenciar
la proporcion de células vivas, con funcionalidad de membrana y resistencia acrosomica
después de estrés osmotico; y la fijacion con solucion formolada permite evidenciar los
espermatozoides con formas anormales. Pl y FITC-PNA se detectan mediante

microscopia de fluorescencia con un filtro de 488nm.
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21.4 Reactivos

. Solucién stock de PI: 5 mL de una solucién 2,4 mM en agua.

o Solucién BTS (Beltsville Thawing Solution (w/v): se disuelven 37 g de
glucosa, 6 g de citrato de sodio, 1,25 g de bicarbonato de sodio, 1,25 g de EDTA, 0,75 g
de cloruro de potasio y kanamicina al 7% (70 mg de kanamicina en agua Tipo | c.s.p.
1000 mL).

o Solucion hipoosmdtica a 75 mOsm/Kg (p/v): 0,245 g de citrato de sodio,
0,450 g de fructosa y agua tipo | c.s.p. 100 mL.

o Solucién de trabajo de FITC-PNA: lograr concentracion de 20 ug/ml de
FITC-PNA (con el reactivo viejo del laboratorio de U Caldas FITC-PNA se agrega 4 pL
de este por cada 20 puL de PBS).

o Segunda forma de preparacion FITC-PNA: con el reactivo nuevo L7380
de sigma se agrega 1000 puL de agua tipo I al frasco y se mezcla. Esta serd una solucion
stock. Luego se realiza una dilucién 1:1 en PBS de la solucién stock (100 puL de solucion

stock y 100 uLL de PBS) para crear una solucién de trabajo, volumen total 200 pL.

21.5 Materiales y equipos

o Balanza semianalitica

o Micropipeta de 100-1000 uL (puntas desechables)

o Micropipeta de 1-10 pL (puntas desechables)

o Microscopio epifluorescencia con Filtro de 488 nm, con objetivo de 100 x
y con contraste de interferencia.

o Contador manual con capacidad minima de conteo 100
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o Viales desechables de pléastico de 1,5 mL, con tapa.

o Portaobjetos de vidrio de 75x25 mm y laminilla de 22x22 mm
o Frasco de tapa rosca estéril de 50 mL

o Guantes de nitrilo

. Bafio de maria 36-38 °C

o Nevera de almacenamiento a -20°C
o Nevera para almacenamiento de semen porcino a 16°C
. Votrex

21.6  Preparacion y conservacion de las muestras

El material a analizar es una contra muestra de semen diluido refrigerado,
preparada en cada granja y transportada al laboratorio de acuerdo con sus propios
protocolos. Los criterios basicos aplicados son: dosis seminales de 80 a 100 mL con 2,5-3
x10° células, empacadas en recipientes plasticos estériles bien cerrados y completamente
identificados, refrigeradas a 15-17,7 °C en diluyente Androstar Plus®, y enviadas al

laboratorio inmediatamente después de procesadas.

21.7 Procedimiento

21.7.1.1.1.1  Preparacion de la suspension, incubacion y fijacion.
o Se homogeniz6 manualmente la muestra de semen invirtiendo suavemente

el frasco y depositar 1,5 mL en un vial
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o Se depdsito 1 mL de solucion hipoosmotica, 10 uL de la solucion de
trabajo FITC-PNA y 5 uL de la solucion stock de PI 2,4 mM en un segundo vial

o Se dispuso del vial con semen y el vial con la mezcla anterior, por
separado, en un bafio maria a temperatura ambiente durante 10 minutos.

o Se encendio el bafio maria para subir progresivamente hasta 38 °C +
0,3 °C en 15 minutos.

o Después de que subio hasta 38 °C + 0,3 °C, transfirié 500 puL de semen,
previamente homogenizado con dos pipeteos suaves, al segundo vial con la mezcla de
reactivos, se homogeniz6 con dos pipeteos suaves y se dejé por 5 minutos a 38 °C +
0,3°C.

o Se adiciond 10 pL de solucion salina formolada a la mezcla del semen con
los reactivos para fijar los espermatozoides.

o Se homogenizd la mezcla anterior en vortex por 5 segundos, se dispuso 5

pL en un portaobjetos de vidrio y colocar cubreobjetos

-

llustracion 16 Montaje de los marcadores Pl y FITC-PNA, fuente propia, laboratorio de reproduccién animal Universidad de
Caldas, 2022
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21.8  Observacion en el microscopio
Se examind la preparacion en un microscopio de epifluorescencia a 1000 X de
magnificacion, con un filtro de 488 nm y contraste de interferencia. Se realizaron 3

conteos de 100 espermatozoides cada uno.

llustracion 17 Evaluacién de espermatozoides porcinos, fuente propia, laboratorio de reproduccién animal. Universidad de
Caldas, 2022

21.9 Prueba de funcionalidad de la membrana espermatica

Reactivos

Agua desionizada y estéril Tipo I.

Sodio Citrato tribasico bihidratado (NasCsHs07.2H20) 99% de pureza.

D (-) Fructosa ( CeH120s).

Cloruro de sodio (NaCl).
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. Formaldehido, solucion al 37% (HCHO), ACS.

. Solucién de Cloruro de sodio (NaCl) al 0,9% en agua Tipo | (w/v): 900 mg
de Cloruro de sodio (NaCl) y agua Tipo I c.s.p. 100 mL. Utilizar inmediatamente después

de la preparacion.

. Solucién salina formolada al 0,3% (v/v): 0,3 mL de formaldehido, solucién
al 37% (HCHO) y 99,7 mL de solucion de Cloruro de sodio (NaCl) al 0,9%. Almacenar en
recipiente de vidrio bien cerrado, a 4 °C por un periodo no mayor a un mes para prevenir

contaminacion.

. Solucion hipoosmética a 75 mOsm/Kg (p/v): 0,4745 g de citrato de sodio,

0,872 g de fructosa y agua tipo I c.s.p. 100 mL

Procedimiento

Se homogenizé manualmente la muestra de semen invirtiendo suavemente el frasco
y depositar 1,5 mL en un vial, depositar 1 mL de solucién hipoosmética en un segundo vial

y 0,5 mL de solucidn salina formolada en un tercer vial.

. Se dispusieron los viales con semen y con la solucion hipoosmotica, por
separado, en un bafio maria a temperatura ambiente durante 10 minutos y luego se subio

progresivamente hasta 37 °C + 0,3 °C en 10 a 15 minutos.

. Después de subir hasta 37 °C £ 0,3 °C, se transfirieron 350 pL de semen al
vial con la solucion hipoosmética, para dejar por 5 minutos a esta misma temperatura y

seguidamente depositar 350 pL de esta mezcla al vial con la solucion salina formolada.
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Luego se transfirieron 5uL a un portaobjetos, colocar laminilla y dejar en reposo por 2

minutos.

Se realizd observacion en microscopio de contraste de fases a 1000 x
diferenciando los espermatozoides con cola hinchada (enrollamiento de la cola, HOST

positivos) y los espermatozoides con sola recta.

22 Resultados

Las pruebas de integridad de las membranas de los espermatozoides tanto
plasmatica como acrosomales hasta el momento no han mostrado correlaciones
importantes con la fertilidad en campo; sin embargo, el analisis de morfologia y de
funcionalidad de membrana han tenido mayor acercamiento. El inconveniente es que cada
variable se analiza por separado en pruebas independientes sin discriminar poblaciones de
espermatozoides con todas las caracteristicas normales. Por este motivo, es de suma
relevancia implementar una prueba de laboratorio combinada que permita predecir la
capacidad fecundante del eyaculado. La calidad seminal disminuye a medida que aumenta
el tiempo de almacenamiento, sufriendo alteraciones como, disminucion de la movilidad
espermatica, alteraciones en la integridad de la membrana acrosomal y plasmética como
asi también su funcionalidad. Mediante el marcador con Isotiocianato de Fluoresceina
(FITC), es una lectina que se une a los glucoconjugados de la matriz acrosomal (Suhevic,
2015). Tiene afinidad por la terminacion a-D-glucosil y a-D-manosil residuales de
glicoproteinas, y se une especificamente al azicar a-manosido de la matriz acrosomal.
Esto se visualiza como una fluorescencia verde-amarillenta (A emision=525 nm) sobre la

porcion anterior de la cabeza y en el segmento ecuatorial; por otra parte el loduro de
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Propidio (PI) es un fluorocromo que solamente ingresa a las células espermaéticas cuando

éstas presentan su membrana plasmatica dafiada emitiendo fluorescencia color rojo (A

emision=570 nm)(Suhevic, 2015).

llustracion 18 Fotografia 1y 2 espermatozoides porcinos con tincion de marcaje con Pl 'y FITC-PNA, fuente propia.
Laboratorio de biologia de la reproduccién animal. Universidad de Caldas 2022

En la fotografia 1 espermatozoides porcinos muertos que toman una coloracion
roja, por marcaje con Pl
En la fotografia 2 se observan acrosomas dafiados que presentaron reaccion, al

marcador FITC-PNA toma una fosforescencia de color verde.

llustracion 19 Espermatozoides porcinos macro y con tincion y marcaje con P1y FITC-PNA, fuente propia laboratorio de
reproduccion animal. Universidad de Caldas 2022
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Las fotografias comparan la microscopia de contraste de interferencia con la de
fluorescencia de la misma muestra de espermatozoides que para las fotos comparativa
superior presenta una fosforescencia de color verde con dafio de acrosoma que
corresponde al marcaje con FITC-PNA, y presenta dos espermas de coloracion roja que

corresponde al marcaje con PI, lo que corresponde a no ser viables.

Tabla 2. Porcentajes de espermatozoides funcionalmente competentes y funcionalidad de membrana in vitro con
resultados de la tasa de no retorno a celo en distintos departamentos

Funcionalidad espermatica

Granja ID Espermatozoides Conteo  Conteo Funcionalidad de Tasa de
eyaculado funcionalmente 1% 2% membrana no
competentes % espermética % retorno%o

Granja 69 44,5 55 34 60 100
Cundinamarca 70 33 27 39 55 100
71 235 20 27 50 96,6

72 41 42 40 75 100

74 335 36 31 70 100

77 23 22 24 60 96,6

7801 42 42 42 58 100

Granja Caldas 78 215 23 20 55 97,3
79 15 11 19 45 85

80 22 30 14 56 100

81 25,5 24 27 57 97,14

82 16,5 16 17 40 83,33

Granja Cauca Verde 235 16 31 50 100
Rojo 24 27 21 65 100

En la Tabla 2 se puede encontrar los resultados obtenidos de la evaluacién de los
eyaculados de los verracos seleccionados, aleatoriamente de las 3 granjas de estudio.
Evaluando el porcentaje de espermatozoides funcionalmente competentes, porcentaje de
espermatozoides con funcionalidad de membrana, y la respectiva la tasa de no retorno a

celo en las cerdas obtenida para cada eyaculado.



55

El resultado obtenido fue que una de las muestras evaluadas refirié un estado de

funcionalidad de espermatozoide de 15%,16.5%, correlacionando con un indice del

45%,40%, de vitalidad de su membrana, lo que es indicativo de un descenso en la tasa de

no retorno en un 85%,83.3%. Lo que permite predecir el estado funcional, reproductivo

del verraco nimero 79 y 82 que corresponde a la granja de Caldas. Los demas eyaculados

se encontraban con promedio mayor o igual al 95% en relacidn positiva con la tasa de no

retorno a celo en cerdas

Tabla 2. Estadisticos descriptivos de las variables dependientes e independientes consideradas en el estudio.

Estadisticos descriptivos

N Minimo Maximo Media Desv.
Desviacion
Espermatozoides 14 15,00 44,50 27,7500 9,44162
funcionalmente competentes %
Funcionalidad de membrana 14 40,00 75,00 56,8571 9,26413
espermatica %
Tasa de no retorno% 14 83,33 100,00 96,8550 5,56779
N valido (por lista) 14
120
100 W
80
£ 60
40
20
0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Numero de eyaculados

=@=FEspermatozoides funcionalmente competentes (%) ==@==Tasa de no retorno (%)

llustracion 20 Relacion de la proporcion de los espermatozoides funcionalmente competentes con la tasa de no retorno a celo en

cerdas
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En la figura 17 se muestra la correlacion entre espermatozoides funcionalmente
competentes, con la tasa de no retorno a celo, con que se puede sefialar una prediccion
positiva para las muestras 4,7 y para la muestra 9, 12; hay decrecimiento en las dos
variables. Siendo indicativo que la prueba detecta las anormalidades espermaéticas y tienen

influencia en el descenso de la tasa de no retorno a celo en cerdas.

Siendo de mayor importancia, ya que identifica un notable aumento en los
espermatozoides funcionalmente competentes en un 42%, y una tasa de no retorno100%,
la cual aumenta las posibilidades de fertilizacion, para la muestra del verraco nimero 7

que corresponde a la granja ubicada en Cundinamarca

200
180
160

(%)
g

60 .\‘\/\\‘V\/
40

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Numero de eyaculados

=@==Funcionalidad de membrana espermatica (%) e=@==Tasa de no retorno (%)

llustracion 21 Relacion de la proporcién de espermatozoides con funcionalidad de membrana con la tasa de no retorno en
cerdas

22 Figura Relacion de la proporcion de espermatozoides con funcionalidad de membrana con la tasa de no retorno en
cerdas



La figura 18 muestra resultados obtenidos de la funcionalidad de membrana

57

espermatica, correlacionado con tasa de no retorno a celo, denotando un decrecimiento de

las dos variables para las muestras 3, 9,12, lo que establece una relacion dependencia al

momento de predecir la tasa de no retorno a celo, la cual decrece significativa mente.

Las muestras: 4, 10,11 presentaron crecimientos en las dos constantes lo que

permite predecir que los verracos ubicados en Cundinamarca y Caldas tiene una buena

funcionalidad de membrana espermaética, con esto se expresa un aumento en la tasa de no

retorno a celo en cerdas, los demas datos se encuentran ubicados dentro de la media

aritmética de prediccion incluyendo las muestras de los machos del Cauca.

Tabla 3 Resultados de andlisis de correlacion entre las variables de laboratorio y tasa de no retorno.

Correlaciones

Espermatozoide  Funcionalidad

Tasa de no retorno%

S de membrana
funcionalmente espermatica
competentes % %
Espermatozoides Correlacion de 1 ,655" ,633"
funcionalmente Pearson
competentes % Sig. (bilateral) 0,011 0,015
N 14 14 14
Funcionalidad de membrana Correlacion de ,655" 1 ,710™
espermatica % Pearson
Sig. (bilateral) 0,011 0,004
N 14 14 14
Tasa de no retorno% Correlacion de ,633" ,710™ 1
Pearson
Sig. (bilateral) 0,015 0,004
N 14 14 14

*. La correlacidn es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).

**_La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
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Hubo una correlacion moderada de (r=0,655) y significativa (P <0,015) entre

Espermatozoides funcionalmente competentes, igualmente hubo correlacién entre

moderada-alta y significativa (P<0,04) entre Espermatozoides funcionalmente

competentes (r= 0,633) y entre Funcionalidad de membrana espermatica (r =0,710) con la

tasa de no retorno al celo.

Se probo el valor predictivo de las variables funcionalidad de membrana

espermatica (tabla 4 y 5) y espermatozoides funcionalmente competentes (Tabla 6y 7),

sobre la Tasa de no retorno mediante modelos de regresion con un R cuadrado (r2) 0,401

y 0,504, respectivamente.

Tabla 4 Modelo de regresion lineal para la prueba de funcionalidad de membrana espermaética a traveés del test HOST y

la relacion con la tasa de no retorno

Resumen del modelo

Modelo R R R Error Estadisticos de cambio
r r andar - - -
cuadrado CL.Jad ado  estandar de Cambio Cambio en gll gl2 Sig.
ajustado la R F Cambi
estimacion en amblo
cuadrado enF
1 7102 0,504 0,463 4,08087 0,504 12,199 1 12 0,004

a. Predictores: (Constante), Funcionalidad de membrana espermética %

b. Variable dependiente: Tasa de no retorno%

Tabla 5 Analisis de varianza del modelo de regresion lineal para la prueba de funcionalidad de membrana espermatica

ANOVA?
Modelo Suma de cuadrados gl Media F Sig.
cuadrética
1 Regresion 203,162 1 203,162 12,199 ,004°
Residuo 199,842 12 16,653
Total 403,004 13
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a. Variable dependiente: Tasa de no retorno%o
b. Predictores: (Constante), Funcionalidad de membrana espermatica %

Tabla 6 Modelo de regresion lineal para la prueba de espermatozoides funcionalmente competentes y la relacion con la
tasa de no retorno.

Resumen del modeloP

Modelo R R R Error Estadisticos de cambio
cuadrado cuadrado  estandar - - -
ajustado de la Cambio Cambio en gl1 gl2 Sig.
estimacion enR F Cambio
cuadrado enF
1 ,6332 0,401 0,351 4,48558 0,401 8,030 1 12 0,015

a. Predictores: (Constante), Funcionalidad de membrana espermética %

b. Variable dependiente: Tasa de no retorno%

Tabla 7 Andlisis de varianza del modelo de regresidn lineal para la prueba de espermatozoides funcionalmente
competentes

ANOVA?
Modelo Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
1 Regresion 161,559 1 161,559 8,030 ,015P
Residuo 241,445 12 20,120
Total 403,004 13

a. Variable dependiente: Tasa de no retorno%

b. Predictores: (Constante), Funcionalidad de membrana espermaética %

23 Discusion

La fertilidad del ganado porcino es una de las marcas de productividad y de la
potencia reproductiva, significa en la cerda la capacidad de producir una descendencia

variable en nimero adecuado y en un periodo conveniente. En los verracos la buena
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fertilidad, se caracteriza por la habilidad o poder de fecundar el madximo nimero de
hembras(Cintra et al., 2006). La fertilidad es considerada el aspecto econémico méas
importante en una produccidn porcina, pues todas las funciones de los animales estan

ligadas a su capacidad reproductora(Cintra et al., 2006).

Numerosos son los factores que influyen en la fertilidad pudiendo considerarse
dos grupos de ellos: Internos se considera la edad, prolificidad de la raza y los externos
que influyen en la fertilidad estado fisiolégico, nutricién, ambiente, ejercicio y la

utilizacion de los animales reproductores (Cintra et al., 2006).

Nuestros resultados confirman una correlacion significativa bilateral (p< 0,05) de
los espermatozoides competentes y nimero de vivos en eyaculados de verracos ubicados
en los departamentos de Cundinamarca, Caldas, Cauca, Colombia. Estudios de campo
realizados por (Wang et al., 2019), han demostrado importantes variaciones en la calidad
del semen que llevan a su categorizacion: aprobandolos, desaprobandolos, por
caracteristicas particulares como: colas enrolladas, gotas citoplasmaticas, que son
remanentes del germen del citoplasma celular, que migran a lo largo de la pieza
intermedia desde el cuello al anillo durante el transporte al epididimo proximal. En el
presente estudio, se logrd establecer que hay correlacion moderada (k=0,655) , entre las
pruebas de ( EFC, espermatozoides funcionalmente competentes) y (HOST,
funcionalidad de membrana espermaética), que cumple con las caracteristicas prediccion

de fertilidad del verraco y de la tasa de no retorno a celo en cerdas.
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La edad muestra una relacion positiva con la motilidad total de los
espermatozoides morfologicamente anormales en un 99. 9 % mediante el método
logaritmico lineal, referido por (Kuhlgatz et al., 2019), que afirma que aumenta en
periodos después de multiples tomas de muestras de semen en animales jovenes, Lo que
se pudo correlacionar con la regresion obtenida de la agrupacion de los datos. Gracias al
método descrito, se puede afirmar que es preciso en el grado de correlacionar las variables
de dependientes como la tasa de no retorno a celo y las variables independientes como
espermatozoides funcionalmente competentes, funcionalidad de membrana que tienen
una directa influencia en el retorno a celo de las cerdas servidas con el macho 89, el cual

no se pudo establecer la frecuencia de colectas y su edad.

Los factores ambientales son asociados con la produccién de eyaculado; en
general, la evaluacion de los parametros, como morfologia, motilidad, concentracion,
volumen, permite la identificacion de las muestras con una baja fertilidad. Lo cual no se
pudo predecir en el presente estudio. En lo que ha descrito por (Gadea, 1997) que
describe que hay una correlacién positiva entre el contenido de ATP, AMPc que modulan
la motilidad e inhiben la espermatogénesis en el verraco; pero no ofrece una prediccion de

alta eficiencia en campo.

El desarrollo de nuevas pruebas a los espermatozoides que permiten medir ciertas
funciones, se han intentado complementar las técnicas existentes: mediante la prueba
combinada que evalla varias caracteristicas de los espermatozoides, tuvo una correlacion
alta con la tasa de no retorno, esto coincide con la investigacion realizada por (Ruiz-
Sanchez et al., 2006), donde encontraron que la fecundidad in vitro tubo una alta relacion,

con la fertilidad en campo mientras que la motilidad no; pero efectivamente es posible
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que la prueba tenga una alta correlacion con la identificacion de los espermatozoides

capaces de fecundar el ovocito.

La categorizacion de espermas vivos y muertos en los eyaculados e identificacion
de espermatozoides funcionalmente competentes y su funcionalidad membrana. Fueron
correlacionadas con los resultados obtenidos en el presente estudio, evidenciando que uno
de los machos refirio un porcentaje de espermatozoide funcional mente competente
16,5% y su relacion con la funcionalidad de membrana, con un 40% tuvo directa
incidencia en el decrecimiento en un 83,3% en la tasa de no retorno a celo en cerdas, lo
que se puede relacionar a la investigacion realizada por (Jung et al., 2015), que revelo
correlaciones negativas significativas entre la porcion de gotas citoplasmaticas distales en
el semen extendido, la tasa de prefiez y tamafio de la camada, cuando los espermas se

almacenan durante periodos de més de 4 dias.

Se ha descrito que especies politocas como la porcina, la prolificidad esta
fuertemente influenciada por un gran namero de factores que afectan a la hembra, tales
como el potencial genético, la raza, la tasa de ovulacion, el momento de la ovulacién y la
IA, las perdidas embrionarias (Gadea, 1997). Lo que se verifico con el resultado obtenido
que relaciona, las cerdas servidas con este macho, presentaron celo a los 18 dias pos
inseminacioén. Lo cual permite establecer que la prueba de laboratorio hipo osmética o
de sHOST, en combinacion con Fluoresceina 5-isotiocianato o marcaje PI/FITC-PNA 'y
fijacion con solucion formolada sea, una herramienta de utilidad, para predecir la

fertilidad en el verraco y la tasa de no retorno a celo en las cerdas.
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24 Conclusiones

o La prueba doble combinada hipoosmética o de SHOST, en combinacion
con Fluoresceina 5-isotiocianato o marcaje PI/FITC-PNA vy fijacion con solucion
formolada, permitio identificar en una sola evaluacion los espermatozoides
potencialmente Utiles para predecir la fertilidad del verraco.

o Se logro identificar de forma rapida y simultanea el estado de la membrana
plasmatica y su permeabilidad, obteniendo un dato de gran importancia a la hora de
seleccionar los verracos, para ingresarlos a los programas de inseminacion artificial y
evaluar espermatozoides sometidos a procesos que pudiesen alterar las membranas, como
el refrigerado o la congelacion, entre otros.

o Que es una prueba de laboratorio econdmica para el productor y ademas
los resultados de la misma no se demoran y permiten una correlacion veras con los
parametros productivos y reproductivos evaluables en campo, en comparacién de otras
pruebas laboratorio, que requieren de mas procesos y sus costos son muy elevados para el
pequefio y mediano porcicultor.

o Se hace necesario realizar mas investigaciones referentes con la
permeabilidad de membrana en el espermatozoide porcino mediante la técnica doble
combinada, para predecir su sensibilidad y especificidad y dar un diagnéstico mas
concreto del estado reproductivo del verraco a utilizar en las granjas.

o Se hace necesario realizar un estudio detallado de los factores asociados, a
la desnaturalizacion de las muestras y su incidencia en la presentacion de falsos positivos

en la prueba combinada.
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