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Resumen

El estudio tuvo como objetivo evaluar en semen refrigerado porcino la calidad y capacidad de
conservacion de dos diluyentes alternativos (A, B), comparados con cuatro controles (diluyentes
comerciales). Se realizd un experimento factorial (factores: diluyentes, horas de evaluacion) en la
granja AnimalPro, ubicada en el area metropolitana de Clcuta (Norte de Santander). Se
colectaron 10 eyaculados de dos machos reproductores y cada eyaculado se dividi6 a su vez, en
seis alicuotas conteniendo cada uno de los diluyentes. Utilizando Andlisis de Semen Asistido por
Computadora (CASA) y tincion eosina nigrosina, se evaluaron las variables respuesta: motilidad
(M), vitalidad (V), y anormalidades morfologicas (AM) a las 0, 24, 48, y 72 horas (H). Los datos
fueron procesados usando analisis de varianza luego de aplicar prueba de normalidad y las
diferencias estadisticas fueron determinadas a través de prueba de Duncan. Los diluyentes
alternativos presentaron similares valores de M a los diluyentes comerciales (P<0.05) alas 48 y
72H. Los valores de V fueron superiores en el diluyente B comparado con A, a las 24 y 48H
(P<0.05), pero similares a las 72H, momento en el cual solo fueron inferiores a uno de los cuatro
diluyentes comerciales. No se encontraron diferencias significativas (P >0.05) para la variable
AM. A pesar de haber encontrado algunas diferencias estadisticas con respecto a los diluyentes
comerciales, los valores de calidad seminal utilizando los diluyentes alternativos no se ven
comprometidos y ofrecen viabilidad para su uso y pueden ser considerados una alternativa para la

refrigeracién de semen porcino en la region.



Abstract

The aim of the study was to evaluate the quality and preservation capacity of two alternative
extenders (A, B) in cooled pig semen, compared to four controls (commercial extenders). A
factorial experiment (factors: extender, evaluation hours) was carried out at the AnimalPro farm,
located in the metropolitan area of Cucuta (Norte of Santander). 10 ejaculates were collected
from two boars and each ejaculate was splited into six aliquots containing each of the extenders.
Using Computer Assisted Semen Analysis (CASA) and eosin-nigrosin staining, the following
response variables were evaluated: motility (M), vitality (V), and morphological abnormalities
(AM) at 0, 24, 48, and 72 hours (H). Data were processed using analysis of variance after
applying normality test and statistical differences were determined through Duncan’s test. Both
alternative extenders presented similar M values compared to commercial extender (P<0.05) at 48
and 72H. The V values were higher in extender B compared to A, at 24 and 48H (P<0.05), but
similar at 72H, when they were lower than one out of four commercial extenders. No significant
differences (P >0.05) were found for the AM variable. Despite having found some statistical
differences against commercial extenders, the semen quality values using alternative extenders
are not compromised and offer viability for their use and can be considered an alternative for the

refrigeration of pig semen in the region.
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Introduccioén

La inseminacion artificial porcina (1A), es una biotecnologia reproductiva que esta ligada a
los medios diluyentes de conservacion para el material genético, donde sus funciones han sido
aumentar el volumen del eyaculado y preservar la viabilidad de los espermatozoides (Roca,
Vazquez, Gil, Cuello, Parrilla & Martinez, 2009). A su vez, dentro de la industria la IA es
utilizada en moderada o alta complejidad, de bajo o mediano costo, segun la técnica y el tipo de
semen (fresco, refrigerado o congelado) utilizado, es por eso que alrededor del mundo se ha
podido exponer la gran importancia que posee la 1A, como una de las mejores biotecnologias

adoptadas, que forjan grandes beneficios econdmicos (Riesenbeck, 2011).

Ademas, gracias a los trabajos realizados por Polge (1956), la técnica de 1A fue reintroducida
en el sector porcino, a su vez, se encuentra ampliamente difundida y se ha desarrollado
mayormente en Europa (Gerrits, Lunney, Johnson, Pursel, Kraeling, Rohrer & Dobrinsky, 2005;
Vyt, 2007; Riesenbeck, 2011), en Norte y Sur América. En la actualidad, la gran mayoria de las
inseminaciones artificiales en las granjas de produccion porcina provienen de semen refrigerado
conservado a temperaturas que oscilan entre 15y 18 °C, estas condiciones asociadas a un buen
diluyente propician, que las dosis seminales puedan conservarse durante mas 0 menos 7 dias,
preservando los espermatozoides sus caracteristicas fecundantes y garantizando la prolificidad en

la camada (Torres, Fischman, Acerbo, Garcia, Miguez & Dominguez, 2014).

Teniendo en cuenta que estos diluyentes comerciales de marcas europeas tienen un costo
elevado y presenta una gran dificultad en el momento de la logistica para la adquisicién de ellos,
se plantea una nueva estrategia con diluyentes alternativos para minimizar costos y a su vez, ser

mas asequible a los pequefios productores de la region, por tal motivo este trabajo de
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investigacion estd enfocado en la evaluacion de seis diluyentes (dos alternativos y cuatro
comerciales), para la preservacion de semen porcino bajo condiciones de refrigeracién, como
estrategia de conservacion de material genético y a su vez mediar la viabilidad del medio
alternativo con respecto al comercial para incentivar el mejoramiento de algunas précticas de
manejo reproductivo en busca de obtener siempre el mayor potencial a menores costos (Ochoa &

Ortega, 2008).
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1. Problema

1.1 Titulo

EVALUACION DE DOS DILUYENTES ALTERNATIVOS PARA LA PRESERVACION

DE SEMEN PORCINO REFRIGERADO EN EL TROPICO BAJO COLOMBIANO.

1.2 Planteamiento del Problema

Existen muchos trabajos ya publicados como el de Ochoa & Ortega (2008), que revisan los
protocolos y reactivos que son necesarios para formular un diluyente alternativo, para una
adecuada refrigeracion de material genético y posterior IA en porcinos. Asi mismo, para la
eleccion del mejor diluyente a utilizar es esencial determinar el lapso de tiempo que transcurre
entre la elaboracion del diluyente y su utilizacion, ademas de aumentar en algunos casos, la
concentracion espermatica de las dosis para compensar las pérdidas ocurridas por envejecimiento

de los espermatozoides.

Sin embargo, acceder a los diluyentes comerciales utilizados para la A porcina y
principalmente en la region del Norte de Santander, es limitado y con precios elevados, ademas
de una inadecuada logistica de distribucion que genera dificultades para la eleccion del diluyente
idéneo de conservacion y la recepcion del producto en los tiempos requeridos, trayendo como
resultado perdidas no calculadas dentro de la produccién (Lossada, 2013). De aqui deriva la
motivacion de evaluar la integridad funcional de espermatozoides de cerdos sometidos durante 72

horas a seis diluyentes de refrigeracion, incluido dos diluyente de elaboracion propia.
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1.3 Formulacién del Problema

¢Es posible mantener integridades espermaticas comparables a las obtenidas con diluyentes

comerciales, utilizando dos diluyentes alternativos a 0, 24, 48 y 72 horas?

1.4 Justificacién

La técnica reproductiva méas utilizada en el mundo desde hace mas de 90 afios en los sistemas
de explotacién porcino ha sido la IA, desde principios del siglo XX esta técnica fue desarrollada
en Rusia por Ivanov (Gadea, 2003). Ademas, la utilizacion de la 1A se encuentra muy difundida,
en paises de la Union Europea (Bélgica, Italia, Holanda y Espafia) y algunos paises americanos
(México, EE.UU. y Canada) superando los porcentajes de 75y 80% de cerdas inseminadas con
muestras refrigeradas respectivamente y diluidas en medios de conservacion optima (Roca et al.,

2006).

La valoracion de la calidad de los diluyentes se considera de vital importancia Waberski,
Petrunkina & Topfer (2008), ya que, permite comparar y decidir cual es el diluyente mas
adecuado y que se adapte mejor a las condiciones de cada sistema de produccion. Actualmente,
las pruebas de mayor relevancia estan basadas en valoraciones de la motilidad, vitalidad,
morfologia espermatica que son observadas mediante el uso de un microscopio, y se deberian
realizar en las explotaciones porcinas de la region con el objetivo de mejorar la calidad de su

produccién (Van Der Horst & Maree, 2009).

De hecho, en Colombia esta tecnologia es estudiada y aplicada a un bajo porcentaje de las
granjas porcinas, pero segun el Fondo Nacional de la Porcicultura (2017), algunos departamentos

le apuestan al incremento de dicho conocimiento como en el caso de Cundinamarca, Risaralda,
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Antioquia y Sucre, demostrando un prometedor futuro econémico para este rubro, lo cual incluye
desde las capacitaciones, ventas de dosis seminales hasta la comercializacidn de los instrumentos

necesarios para llevar a cabo dicho procedimiento.

Al mismo tiempo que crecen esas biotecnologias reproductivas en el pais y principalmente en
el departamento de Norte de Santander, se dificulta la obtencion de estos medios de
conservacion, asi que, cualquier logro en obtener un diluyente de fabricacién propia (méas
econdmico) que conserve las caracteristicas similares a los comerciales y asequible en tiempos,

justifica esta investigacion (Lossada, 2013).

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general. Evaluar la integridad funcional de espermatozoides porcinos

sometidos a refrigeracion en dos diluyentes alternativos a base de glucosa.

1.5.2 Objetivos especificos. Como se muestra a continuacion:

Establecer la capacidad de avance progresivo de los espermatozoides a través del tiempo de

refrigeracion (motilidad espermatica) con el uso de diferentes diluyentes.

Determinar el porcentaje de sobrevivencia espermatica a través del tiempo de evaluacion

(vitalidad espermatica) con el uso de diferentes diluyentes.

Valorar la integridad estructural de los espermatozoides a traves del tiempo de refrigeracion

(morfologia espermatica) con el uso de diferentes diluyentes.



22

1.6 Delimitaciones

El presente trabajo, se realizo en la finca AnimalPro, municipio de Cdcuta, Norte de
Santander, que cuenta con una produccion de cerdos de raza Pietran, Pietran maximus, Duroc,
distribuidos en salas individuales. La produccion se encuentra ubicada a 243 msnm y una
temperatura promedio de 32°C. Dicho estudio se realizé en un tiempo de 3 meses (12 semanas)
donde se realizaron las colectas y evaluacién para el andlisis estadistico y la construccién del

informe correspondiente al trabajo final de la investigacion.



23

2. Marco Referencial

2.1 Antecedentes

En Norte de Santander, se encuentra poca informacion que evalle la preservacion de semen
porcino bajo condiciones de refrigeracion. Sin embargo, a nivel nacional e internacional, se

encuentran fuentes de informacién cientificas relacionadas con el tema.

2.1.1 Antecedentes bibliograficos. Cuenca & Avellaneda (2017). Diluyentes utilizados en
inseminacion artificial porcina - diluentes used in swine artificial insemination. Los autores
reportan trabajos realizados sobre inseminacion artificial porcina, haciendo énfasis en la
conservacion del material seminal. Afirman, que se debe proporcionar los nutrientes necesarios
para el mantenimiento metabolico de la célula espermatica (glucosa), la proteccion frente al
shock térmico por frio (albimina de suero bovino [BSA]), controlar el pH del medio
(bicarbonato, TRIS, HEPES), la presion osmotica (NaCl, KCI) y los antibioticos para la
inhibicion del desarrollo microbiano (Rugeles, Caicedo, Almentero, Linares & Vergara, 2013;

Aleman, Alfaro & Hurtado, 2006).

Actualmente la literatura reporta que un 99% de las inseminaciones realizadas en cerdas,
utilizan semen conservado de forma ideal a temperatura de 15 a 20°C por uno a cinco dias, ya que
al estar por debajo de 14°C se presentan alteraciones de la membrana del espermatozoide
repercutiendo en el poder fecundante del mismo. Por otra parte temperaturas por encima de los
20°C disminuyen enormemente la vida util del semen. Por ese motivo, hoy en dia los diluyentes
comerciales utilizados en la industria porcina, se siguen modificando con el propdsito de obtener

semen con alta capacidad fecundante en procesos de IA (Rugeles et al., 2013).
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Ademas, caracteristicas como volumen total, concentracién y motilidad son indicadores
utilizados para valorar la calidad del semen y su respuesta a la manipulacion, particularmente la
motilidad debido a su asociacidn con la seleccion correcta de diluyentes con excelente calidad
que permiten utilizar dosis viables en la inseminacién artificial llevadas a cabo en las diferentes
granjas porcinas, y que se veran reflejadas en el nimero de lechones nacidos (Rugeles et al.,

2013).

Torres et al., (2014). Analisis de diluyentes comerciales de semen porcino refrigerado durante
4 dias. La utilizacion de semen enfriado en IA porcina sigue siendo una limitante, ya que la
respuesta frente a temperaturas menores a 16 °C es aleatoria entre cerdos, y aun entre eyaculados
del mismo cerdo. El objetivo del presente trabajo fue jerarquizar la capacidad para la
conservacion de dosis refrigeradas durante 4 dias de tres diluyentes comerciales (Androstar
Plus®, MRA® y MIII®), analizando: viabilidad, funcionalidad de membrana, integridad
acrosomal y movilidad. No existieron diferencias (p>0,05) entre diluyentes por lo que seria
similar su capacidad de conservacion durante un periodo de 4 dias (Martin, Baron, Bragado,

Garcia, & Gil, 2013).

En general, la 1A se realiza con semen fresco diluido o refrigerado a 16 - 18 °C, en el mismo
dia de extraccion o almacenado por uno a cinco dias (Gil, Garcia, Baron, Aparicio, Santos &
Garcia , 009). Por otra parte, a partir de las primeras 2 horas, se produce una merma en los
parametros de calidad seminal. Sin embargo, se espera una tasa de paricion del 80-85 % cuando
el semen se usa dentro de las 48 horas después de la recoleccion, pero a la H72 disminuye la
integridad del ADN desmejorando su eficacia y a su vez su tasa de fecundacion (Roca, Vazquez,
Gil, Cuello, Parrilla & Martinez, 2006; Karunakaran, Chakurkar, Ratnakaran, Naik, Mondal &

Mondal, 2017).
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Pinto, Caicedo, Almentero, Linares & Vergara (2013). Viabilidad de semen porcino

refrigerado con Diluyente MRA®. - Viability Of Porcine Semen Preserved With Mra® diluent.

La dilucion y conservacion del semen es una alternativa que brinda la posibilidad de
aprovechar al maximo la capacidad reproductiva del verraco. De acuerdo con Ochoa & Ortega
(2008), la motilidad de eyaculados porcinos diluidos con Androhep, MRA® y Reading
(Modena®) fue significativamente superior para los eyaculados conservados en el diluyente
Reading con respecto al tiempo de conservacion, deteriorandose hacia las H120 en el periodo de

conservacion.

Asi mismo, para la presente investigacion se utilizaron eyaculados de verracos de razas
mejoradas (Pietran y Duroc x Pietran) con edades entre dos a tres afios, para la coleccion de
semen se realiz6 dos veces a la semana, utilizando la técnica de manipulacién manual, haciendo
contracciones con la mano sobre el glande del pene. Ademas las caracteristicas macroscopicas
evaluadas fueron: color, olor, pH y volumen. Estas se valoraron en forma subjetiva, con
excepcion del pH y del volumen, utilizando los procedimientos de rutina establecidos por

Cordova, Pérez, Méndez, Villa & Huerta (2005).

Con relacion a la fraccion del eyaculado diluida en Androhep se observé pérdida de la
vitalidad espermatica de 8,2% a la H24, similar a lo obtenido por Martinez et al. (1993), al
conservar semen por un periodo de H24 a temperatura de 15°C. De la misma forma se presento
una pérdida de 6,55% de la vitalidad a las H48. Mientras que la vitalidad de la fraccién del
eyaculado diluido en proporcion en MRA®, se afectd con pérdidas de 3,81 y 4,88% a la H24 y
H48, respectivamente. Lo que indica, que la reduccion de vitalidad espermatica a la H48 es

superior, en Androhep (14,55%), con respecto a la dilucion en MRA® (8,69%).
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2.2 Marco Tedérico

Para obtener los resultados esperados después de la IA, es necesario contar con métodos que
aseguren la dilucion y conservacion de las dosis seminales, para esto se necesita un medio
diluyente, que debe garantizar la preservacion de los espermatozoides, optimizando los resultados
de fertilidad, prolificidad y calidad genética en la industria porcina (Cuenca & Avellaneda, 2017).
Ademas, la composicién debe conferir un buen poder amortiguador para mantener las
condiciones de pH, igualmente brindar los azlcares necesarios para la supervivencia de las
células, asi como otros elementos mas complejos que permitan asegurar una duracion optima

(Ochoa & Ortega, 2008).

Si bien, lo mas sustancial es partir de un semen de buena calidad, un buen diluente de
conservacion de dicho material genético es fundamental (Vyt, 2007), sin llegar a causar dafio en
su estructura, disminuir su capacidad fecundante y aumentando el volumen del eyaculado
preservando las caracteristicas funcionales de los espermatozoides con un nivel de fertilidad

adecuado (Ochoa & Ortega, 2008).

Asi mismo, el semen del verraco puede ser preservado in vitro (Henning et al., 2009), ya sea,
en forma liquida o congelada. En cuanto al uso de semen congelado continta siendo muy
limitado con respecto al uso de semen fresco diluido, debido principalmente a su baja fertilidad,
como consecuencia de su sensibilidad al shock térmico, que se traduce en alteraciones de la
viabilidad del semen, lo cual se debe a la composicidn lipidica de sus membranas, esto parece ser

el responsable del problema para aumentar la cantidad de dias habiles viable (Gadea, 2003).

Sin embargo, se reconoce que la fertilidad del semen refrigerado se pierde gradualmente

durante largos periodos de almacenamiento, es por ese motivo que requiere de ciertos
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componentes a base de glucosa, citrato, bicarbonato de sodio, EDTA, penicilina, que brinden
integridad funcional a todas las células reproductivas, a nivel de progresividad, sobrevivencia y

estructura morfoldgica (Waterhouse et al., 2004).

2.2.1 Contenido y funciones del diluyente. Los diluyentes proporcionan una éptima
conservacion del eyaculado para la 1A en las producciones porcinas, de igual manera aumentan el
volumen de la colecta, garantizando una mayor cantidad de inseminaciones con el mismo
material genético, por este motivo es importante que los medios de dilucidn garanticen todos los
requerimientos nutricionales, energéticos, estabilizadores y de proteccion para los
espermatozoides (Cuenca & Avellaneda, 2017). A continuacion se describen los principales

componentes para conservacion de los espermatozoides en el medio diluyente.

2.2.1.1 Energia. Existen muchos estudios que demuestran que el espermatozoide del verraco
es una célula con una alta eficiencia en la obtencidn de energia a partir de diversas fuentes, desde
monosacaridos hasta lipidos, como el glicerol o sustratos como citrato y lactato (Medrano et al.,
2006), ademas, los azlicares mas comunes que se agregan a los diluyentes, son la fructosa y la

glucosa, siendo generalmente esta ultima la mas utilizada (Ochoa & Ortega, 2008).

2.2.1.2 Solucion tampdn. El resultado del metabolismo aerébico por parte del
espermatozoide a partir de la glucosa, principalmente produce una disminucion en el pH
intracelular unido a una reduccion del metabolismo, un pH cerca de 7,4 £ 0,2, que al disminuir
también reduce la motilidad y el metabolismo energético, de alli la importancia de utilizar un
grupo de agentes simples como el bicarbonato o el citrato de sodio y otros mas complejos como
son el (hidroximetil) Tris, Hepes, que pueden regular el pH en rangos mas amplios desde 6,8 a

7,2 y no dependen de la temperatura (Gadea, 2003).
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2.2.1.3 Electrolitos y estabilizadores de membrana. En la especie porcina el semen
presenta una presion osmotica entre 290 — 300 mOsm, sin embargo son capaces de tolerar rangos
bastante amplios (240 — 380 mOsm) (Fraser Gorszczaruk & Strzezek, 2001). Ademas, existen en
el mercado algunos estabilizadores de membrana que se adicionan con el fin de prevenir
alteraciones en la estructura y la funcién de las membranas de las células espermaticas. Las
principales sustancias utilizadas son la albimina sérica bovina (BSA), etiléndiamino tetraacetico

(EDTA), y alcohol polivinilico (Cérdova, Mufioz, Cérdova, Cordova & Pérez, 2015).

2.2.2 Diluyentes disponibles. Los diluyentes para IA (anexo 3) permiten que las células
mantengan condiciones de inactividad metabdlica y capacidad fecundante por un mayor tiempo,
su clasificacion varia de acuerdo a la duracién como lo son, mediana de 4 a 5 dias
aproximadamente, recomendados en explotaciones que puedan realizar recolecciones diarias. Por
otra parte, los de larga duracion de 5-10 dias, en la actualidad son utilizados por explotaciones
donde realizan recolecciones 2 veces por semana o conservan las dosis por mas de 5 dias

(Frydrychovd, Cetovsky, Lustykova & Rozkot, 2010).

En los afios noventa se comercializ6 un nuevo diluyente caracterizado por compensar las
proteinas perdidas del plasma seminal debido a la dilucion; también presenta una presion
osmética ligeramente hipertdnica (309 mOsm), este diluyente fue llamado Androhep® con una
amplia aceptacién en el sector como un diluyente de larga duracion y en la actualidad semejantes
a €l se encuentran Acromax®, X-Cell®, Androstar® Plus, Vital®, SpermAid® y Mulberry®

(Lossada, 2013).

2.2.3 Costo del diluyente. En paises como Colombia, la adquisicion de este tipo de medios

diluyentes presenta gran dificultad, ya que dichos medios son importados de paises como
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Espafia, Francia e Italia, y aunque existen muchas empresas colombianas que realizan la
distribucion nacional, los costos son elevados por que incluyen compras y procesos logisticos,
sumado a ello se requiere mucho tiempo de espera para acceder al producto, ademas existen
ciertas restricciones o medidas de importacion necesarias para su compra en el exterior, lo cual
crea la necesidad de disefiar diluyentes baratos de corta duracion y econémicos para cubrir la

demanda nacional (Gadea, 2003).

2.2.4 Utilizacion de antibi6ticos en los diluyentes. Para impedir un crecimiento exacerbado
de microorganismos en el semen refrigerado, el diluyente debe contener uno o varios antibiéticos,
ya que por mucho cuidado que se tenga, durante el proceso de recoleccion del semen siempre
ocurre la contaminacion de las dosis seminales con microorganismos de todo tipo, sumado a
temperaturas de 16 a 17 °C crean un ambiente propicio para el crecimiento de los mismos, en su
mayoria bacterias gram negativas (E. coli, Salmonella sp. y/o Pseudomonas sp.) (Althouse & Lu,

2005).

Ademas, estas son capaces de producir un serie de alteraciones entre las que se encuentran
una reduccion en la motilidad, aglutinaciones, aumento en el porcentaje de acrosomas anormales
y una reduccién del pH hasta niveles acidos (5,7-6,4) (Althouse & Lu, 2005). Por lo anterior, se
han aplicado penicilinas y otros, sin embargo, todavia no se han encontrado una combinacion que
funcione de manera dptima y se adapte a todas las condiciones imperantes en una granja porcina

(Lossada, 2013).

2.2.5 Evaluacion de la calidad seminal. Los analisis para evaluar la calidad seminal deben
realizarse a todos los machos que se tengan como reproductores, ya que con este estudio se

concluyen pardmetros importantes sobre la integridad funcional de espermatozoides porcinos
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(Lossada, 2013).

2.2.5.1 Concentracion espermaética. En todo estudio seminal se comienza con el recuento de
espermatozoides (anexo 4), dicho proceso se conoce como la evaluacion de concentracion
espermatica, en ella se determina el nimero de células reproductivas masculinas por mililitro de
eyaculado, puede calcularse por varios métodos a partir de una muestra de semen, entre estos
metodos destaca la espectrofotometria, Asi mismo, es un método indirecto, capaz de medir la luz
monocromatica absorbida por las particulas en suspensién, que este caso son los espermatozoides

(Noakes et al., 2001; Hafez, 2003).

2.2.5.2 Motilidad espermatica. La motilidad espermatica (anexo 5), es otro parametro
fundamental para valorar la calidad del eyaculado, consiste en evaluar el movimiento y avance
que tienen los espermatozoides dentro de la muestra a analizar, ademas se clasifican segun su
progresividad en mdviles progresivos, moviles no progresivos, y estaticos. A su vez, se valora la
velocidad de movimiento entre rapidos, medios, lentos y estaticos, se concluye por el estudio

porcentual que proyecta el sistema de analisis computarizado (Lossada, 2013).

Entre los principales factores que afectan el resultado final estan la temperatura del semen, el
volumen analizado, el tipo de camara utilizada, el tiempo que oscila entre la recogida y el
analisis, la concentracion espermatica de la muestra, el diluyente utilizado, posibles patologias
presentes, el tipo de objetivo utilizados y la iluminacion del microscopio, los valores de
configuracion asociados al analisis computarizado CASA (anexo 2) y el area de las particulas

analizadas (Vertegen et al., 2002).

2.2.5.3 Valoracion de la vitalidad espermatica. El estado de la membrana espermatica

marca la integridad morfoldgica y funcional de la célula y es uno de los pardmetros mas
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investigados (anexo 6). Ademas, son numerosos los trabajos de investigacion que determinan las
diferencias entre los espermatozoides viables y no viables dentro de un eyaculado utilizando esta
tincién (Eosina-Nigrosina), conjuntamente con otras técnicas donde los espermatozoides sin
tincidn estan vivos y el espermatozoide con la integridad de la membrana dafiada (muerto), se

observa de color rosado oscuro (Zhu & Liu, 2000; Tsakmakidis et al., 2010).

2.2.5.4 Morfologia espermatica. Es una herramienta potencialmente valorable para medir las
variaciones celulares que influyen en el éxito del semen de verraco (Alm et al., 2006;
Tsakmakidis et al., 2010). Ya que, pueden presentarse anormalidades morfologicas; acrosoma
hinchado, cabezas estrechas, microcefalicas y macrocefalicas, consideradas anormalidades
primarias (anexo 7). De igual manera, las anormalidades secundarias; cabeza desprendida, cola
doblada, gota citoplasmatica distal, se encuentran, sobre todo, en los casos de perturbaciones

bioguimicas del plasma seminal.

A su vez, la produccion de espermatozoides anormales puede deberse a la edad, problemas
nutricionales, enfermedades, factores ambientales (calor, heridas por traumatismos, sustancias
toxicas, cambio de ambiente), como por razones, hormonales o genéticas (Madrid, 2003). Por lo
tanto, Para reducir la subjetividad de los anéalisis morfoldgicos, se implementa el analisis
automatizado de la morfologia espermatica (ASMA), el cual se ha desarrollado y aplicado con

éxito para el analisis espermatico de semen de verraco (Boersma, Ralhofer & Stolla, 2001).

2.3 Marco Contextual

La finca AnimalPro, lugar donde se realizé el trabajo de investigacion se encuentra ubicada a
5 km de la cabecera municipal de la ciudad de Cacuta Norte de Santander, en la via principal

hacia el municipio del Zulia, posee las siguientes condiciones ambientales: altura 243 msnm, con
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una temperatura promedio de 32°C, ademas la explotacion es enfocada en la produccion de pie de
cria y engorde de cerdos, comprende de un &rea de 18.000 m?, dentro de la granja se cuenta con
una instalaciones de madera habitable por el administrador del lugar, una piara con 62 cubiculos
unitarios para madres en los que estan incluidos 10 salas parideras, 4 cubiculos de 9 m?

receptores de lechones destetos, 2 cubiculos de 5 m? para reproductores individuales.

Ademas, existe una poblacion porcina de 86 animales de las razas Pietran, Pietran maximus,
Landrace y cruces con Duroc, dos reproductores (Pietran maximus, Duroc) la reproduccion es a
través de IA, su alimentacion y nutricion esta basada en un mezclado con formulacion propia de
la granja, son alimentados 2 veces al dia y suplementados con palmiste, el recurso hidrico llega a
las instalaciones por bombeo mecanico desde una captacion de agua subterranea que es llevada

por una red de tuberias hasta los tanques de almacenamiento y distribucion.

2.4 Marco Legal

Constitucion Politica de Colombia de 1991. Articulo 65. La produccion de alimentos gozara
de la especial proteccion del Estado. Para tal efecto, se otorgara prioridad a las actividades

agricolas, pecuarias, pesqueras, forestales y agroindustriales.

Resolucion 020033. Por medio de la cual se establecen los requisitos sanitarios y de

bioseguridad para el registro de centrales de recoleccidn e importadores de material genético.

Resolucion 00 3650. Por medio de la cual se establecen los requisitos para el registro como

productor de material genético.

Decreto 1648 del 2015. Por el cual se modifica el decreto Unico reglamentario del sector

administrativo agropecuario pesquero y desarrollo rural en lo relacionado con el fondo nacional



de la porcicultura.

Conpes 3458 del 2007. Politica nacional de sanidad e inocuidad para la cadena porcicola.

33
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3. Disefio Metodologico

3.1 Tipo de Investigacion

El presente estudio es de tipo experimental cuantitativo, en el que se evalu6 la motilidad,
vitalidad y morfologia de los espermatozoides porcinos sometidos durante diferentes horas (0, 24,

48 y 72) a refrigeracion en cada uno de los diluyentes planteados.

3.2 Poblacién y Muestra

La poblacion (86 cerdos) en la que se realizo la investigacion consta de dos verracos de las
razas Pietran maximus y Duroc, como se logra ver en el anexo (1), establecidos en la granja

porcicola AnimalPro en el area metropolitana del municipio de Cucuta.

Como muestra, se evaluaron los eyaculados (10) colectados durante 3 semanas de los 2
machos bajo el mismo régimen de alimentacion, infraestructura y manejo. Los animales
permanecieron estabulados en cubiculos individuales toda la investigacion. Los animales no
entraron en monta directa durante el periodo experimental puesto que son animales entrenados

para monta en maniqui, A cada macho se le realizaron 2 colectas de semen por semana.

3.3 Hipotesis

De acuerdo a la evaluacion de las variables experimentales, se plantean las siguientes

hipdtesis como posibles resultados al finalizar la investigacion:

HO: El uso de los diluyentes alternativos para la preservacién de semen porcino refrigerado

no incide en los parametros de calidad seminal al ser comparados con diluyentes comerciales.
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H1: El uso de los diluyentes alternativos para la preservacion de semen porcino refrigerado

incide en los parametros de calidad seminal al ser comparados con diluyentes comerciales.

3.4 VVariables

Los diluyentes fueron evaluados como variables independientes.

Los parametros de calidad seminal como variables dependientes (motilidad, vitalidad,

morfologia).

3.5 Fases de la Investigacion

Ubicacién del Ensayo

La recoleccion de las muestras se realiz6 en un sistema de produccion de cerdos AnimalPro,
ubicado en el municipio de San José de Cucuta, Norte de Santander, Colombia; coordenadas
(Longitud: O72°58'97.51", Latitud: N7°89'83.29"), en una zona caracterizada agro-
ecoldégicamente como bosque seco tropical (Figura 1). Mientras que las evaluaciones del semen
refrigerado se realizaron en un Laboratorio de Andrologia de propiedad privada, dotado con la

infraestructura necesaria para tal fin.

Figura 1. Detalle de las instalaciones disponibles en la Finca Animal Pro, lugar del

experimento. A. Entrada principal a la produccion. B. Distribuciones internas
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3.6 Disefio del Experimento

Se evalu6é como unidad experimental los eyaculados de dos verracos de raza Pietran maximus
y Duroc, con edades comprendidas entre 10 y 12 meses y peso corporal entre los 140 y 180 Kg,
con 5 repeticiones por macho, tomadas con un intervalo de 2 por semana (rutina del manejo
previo de los verracos), luego cada eyaculado fue diluido en seis medios diferentes y refrigerado

durante diferentes horas (0, 24, 48 y 72) a 16°C.

Como control se utilizaron 4 diluyentes comerciales (Androstar ® Plus, MR-A®, F8®,
Vitasem®). La composicion de los diluyentes alternativos A y B se detalla en la Tabla 1.
Igualmente, a los diluyentes se les evaluo el pH, con cinta indicador, con el fin de garantizar
valores cercanos al punto de neutralidad (pH=7). Por otra parte, es conocido por la literatura que
los diluyentes comerciales poseen osmolaridad cercana a los 300 mOsm (280 — 320) (Gadea,

2003; Minitube ®) (Tabla 1).

Tabla 1. Relacion de la composicion de los diluyentes alternativos evaluados en el presente

estudio (g/l)

Diluyentes

Componentes A B)
Glucosa anhidra 50 40
Citrato sodico 3,5 3,5
Bicarbonato sodico 1,25 1,25
EDTA 3,5 3,5

Antibibticos

Penicilina G Benzatinica + +
Penicilina G Procainica + +
Penicilina G Potasica + +
pH 6,62+0,05 6,32+0,06
Osmolaridad (tedrica) 308+4,26 291+4,26

no posee el ingrediente, +: posee el ingrediente.
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Los dos verracos fueron tenidos bajo las mismas condiciones ambientales, controlando el
confort higrotérmico (Figura 2) y con una dieta basada en alimento mezclado con formulacion
propia de la granja, disponibilidad de agua y un programa sanitario, todo esto bajo las

recomendaciones del profesional encargado.

Figura 2. Infraestructura interna para el mantenimiento de los reproductores

3.6.1 Extraccién, coleccidn y procesamiento del semen. Los eyaculados fueron colectados
los dias martes y viernes entre las 7:00 am a 10:00 am, la técnica que se utilizo en este estudio fue
la extraccion con mano enguantada o doble guante, donde el primer guante se encargé de la
limpieza y el mantenimiento antes de la recogida del semen, esto sucedia cuando el animal se
sube al potro y se realizaba el vaciado de la bolsa prepucial para eliminar los restos de orina, se
debe liberar todas esas impurezas y limpiar con una servilleta o toalla desechable desinfectando
el area del prepucio, se procede a retirar el primer guante e iniciar la sujecién del glande del pene
del verraco para su posterior eyaculado con el segundo guante puesto (Vyt, 2007; Knox et al.,
2008), este proceso se realizd durante 3 semanas consecutivas. Ademas, el eyaculado se extraia
en un vaso plastico recolector de 7 onzas 0 210 cc situado dentro de termo temperado a 37 °C y

debidamente protegido.
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La colecta se constituyd por varios pasos:

Eliminar restos de orina y fluidos del verraco para no contaminar la muestra de semen, se

realizé estimulando la bolsa prepucial.

Extraccion de la fraccidn rica en espermatozoides para garantizar una muestra de calidad
seminal, donde se colecto solo la fraccion media del total eyaculado, ya que este es dividido en
fraccion pre espermatica (color trasparente), fraccion espermatica o rica (color lechoso, Figura 3),

fraccidn post espermatica y tapioca (grumos gelatinosos).

Colocar el vaso con el eyaculado dentro del bafio Maria a 37°C.

Solo se procesaron las muestras seminales con volumen, color, olor y aspecto de acuerdo a
los patrones pre establecidos (Figura 3). Ademas, con evaluaciones microscépicas para observar
los parametros de estudio (motilidad >3, nimero total de espermios por eyaculado superior a
24x109 y anormalidades espermaticas < 20%) similares a las exigencias internacionales
(Kondracki, 2003). Del mismo modo, se descartaron aquellas muestras con colores y/o
apariencias anormales (rojizos, pardos, grises, amarillentos o con presencia de fléculos de pus),

gue muestren contaminacién de la muestra seminal.
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Figura 3. Procedimiento de colecta del semen. A. Colecta del eyaculado en vaso plastico

recolector. B. Evaluacién macroscdpica de la muestra seminal, nétese el color lechoso.

3.6.2 Andlisis de la concentracion espermatica. La concentracion de espermatozoides se
evalué con el método de la espectrofotometria (anexo 4), capaz de medir las particulas, que en
este caso fueron los espermatozoides (Noakes et al., 2001; Hafez, 2003). Dicho método se
desarroll6 en un tubo de ensayo con una solucion estandar de 1 ml, aplicando 25 pL. de semen
fresco recién colectado, se introdujo dentro de equipo (espectrofotometro), y por medio de un
andlisis, identifica en un conteo instantaneo la concentracion total de espermatozoides por ml

(Figura 4).

Figura 4. Medicion de la concentracion espermatica del eyaculado por medio del

espectrofotometro de luz
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3.6.3 Dilucion del semen. Los eyaculados aptos para el estudio fueron diluidos en los seis
medios propuestos y se envasaron en viales de 2 ml. Con una concentracion espermatica 4x10’ ml
espermatozoides por dosis (Figura 5). Los viales se dejaron a temperatura ambiente y cubiertos
para evitar el exceso de luz durante 2 horas, al termino del tiempo se introdujeron en una nevera
adaptada a un rango de temperatura que oscila entre 15 a 18 °C hasta su proxima evaluacion a las

24 horas (Lossada, 2013).

Figura 5. Procesamiento del semen. A. Evaluacion microscopica seminal. B. Dilucion de la

muestra con concentracion de 4 x 107/MI espermatozoides

3.6.4 Evaluacion del semen fresco y refrigerado. A partir del momento en que se realizo la
colecta y cuando el periodo de tiempo empez06 a aumentar, se fueron reduciendo los pardmetros
de calidad seminal, es por ese motivo que se hizo necesario llevar un seguimiento de evaluacion y
andlisis para ese material genético proveniente del eyaculado de los dos cerdos, dichos estudios
se realizaron bajo los sistemas de analisis computarizado y otros a nivel micro y macroscopicos

(Lossada, 2013).

3.6.4.1 Anélisis Computarizado de la Motilidad Espermatica. Este analisis computarizado
se le realiz6 a todas las muestras de semen (fresco y refrigerado). Para evaluar las muestras se
utilizé el Andlisis de Semen Asistido por Computadora (CASA) a través del (Sistema Integral de

Anélisis de Semen) ISAS® (Broekhuijse et al., 2011). Paratal fin, se aplicé una gota de semen,
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en la spermtrack, para luego ser llevada al microscopio y analizada utilizando el software en el
mddulo de motilidad mencionado, conectado a un procesador Intel Core 15 (Figura 6), la
intensidad de la fuente de iluminacion y el desplazamiento de la camara fue igual para todas las

muestras (Quintero et al., 2009).

Figura 6. Evaluacion de los parametros para la calidad seminal. A. Sistema CASA de

analisis espermatico ISAS. B. Evaluacion de la capacidad de avance progresivo.

3.6.4.2 Andlisis de la Vitalidad. Esta prueba se le realizé al semen fresco (HO) y refrigeradas
(H24, 48 y 72) (anexo 6). Se aplicoé 10 uLL de semen en un portaobjeto, se mezclé con 10 pL del
colorante eosina-nigrosina homogenizando y dejando secar (Figura 7), fueron observados en el
microscopio con el objetivo de inmersion de 100X. Ademas, los espermatozoides muertos
(tefiidos), fueron los que presentaron membranas plasmaticas dafiadas, y las cabezas se
observaron de color rosado, por el contrario en los espermatozoides vivos, las cabezas se
observaron de color blanco (no tefiidos, Figura 7). El resultado final se expresé en porcentaje

(Bamba, 1988).
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Figura 7. Evaluacion de los parametros para la calidad seminal. A. Tincion de eosina-
nigrosina en espermatozoides de cerdo. B. Espermatozoide sin coloracién (vivo);

Espermatozoide con coloracién (muerto)

3.6.4.3 Analisis de la morfologia. La morfologia se examiné en el semen fresco y
refrigerado en frotis tefiidos con eosina-nigrosina (Bamba, 1988; Quintero et al., 2009). En una
lamina, se mezclé suavemente una alicuota de semen de 10 pL con colorante, luego se secaron
los frotis por 30 minutos. Posteriormente, fueron observados en un microscopio 6ptico con
objetivo de inmersién (100X), se contaron un total de 100 espermatozoides por frotis, los cuales
fueron clasificados segun su apariencia en: normales y los que presentaron morfoanomalias

(Figura 8).

Las morfoanomalias incluyeron defectos de cabeza (nUmero, tamafio y apariencia), defectos
de la pieza intermedia (ubicacion y apariencia), anormalidades en el flagelo (nGmero, forma 'y

tamafo), signos de inmadurez, (presencia de gota citoplasmatica proximal (GCP) y distal (GCD).
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Figura 8. Evaluacion de los parametros para la calidad seminal. A. Anormalidades

morfoldgicas en espermatozoides (Cola flectada). B. Espermatozoide con doble cola

3.6.4.4 Analisis estadistico. Los datos obtenidos de las evaluaciones anteriormente descritas
fueron introducidos en sistema de analisis Microsft Excel para Windows 10, para luego ser
exportados al sistema estadistico R (GPL, version 3.6.1. Nueva Zelanda, 2019) y se analizaron
mediante pruebas de normalidad (Shapiro Wilk) y homogeneidad de varianzas (Levene), se us
el Modelo Lineal General. Los diluyentes fueron evaluados como variables discretas
independientes y los parametros de calidad seminal como variables cuantitativas (motilidad,
vitalidad, morfologia), los resultados se expresan en la media de los valores + Error estandar
(Lossada, 2013). Se utilizo el modelo estadistico factorial y no existieron interacciones entre

tratamientos.

Yijk=p+Ti+Hj+eik

Yijkr: Variable respuesta (vitalidad, motilidad, morfologia)

u = media general de las observaciones

Ti = efecto de i-ésimo tratamiento (6 diluyentes)



Hij = efecto de j-esimo tiempo de almacenamiento de los diluyentes (0, 24, 48, 72) horas

eijk = error experimental asociado a las observaciones.

44
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4, Resultados

Se presentan los resultados del analisis de un total de 10 eyaculados para los pardmetros de
motilidad, progresividad y linealidad, los cuales cumplieron con los pardmetros establecidos al
momento de valorar la calidad seminal para esta especie iniciando con la evaluacion

macroscopica general.

4.1 Evaluacion Macroscopica General de cada Eyaculado Colectado

En la tabla 2, se muestran los datos obtenidos de las evaluaciones macroscépicas que se
realizaron en campo a cada uno de los eyaculados recién colectados, estos datos son importantes
porque es la primera evaluacion que se le realiza al semen, en este chequeo se identifican
parametros relevantes para garantizar la calidad de dicho material genético que va a ser sometido
a dilucion, en los 6 medios de conservacion, y refrigerados a 16°C, por 72 horas, donde se
evaluaron cada HO, H24, H48, H72, por ser tan riguroso este proceso es importante seleccionar
muy bien las muestras a conservar, que tengan una concentracion 6ptima, volumen adecuado, que
los cerdos se encuentre en la edad para ser reproductores, y que su apariencia del eyaculado sea la

mejor.

Tabla 2. Pardmetros obtenidos durante la primera evaluacion al eyaculado del verraco

recién colectado

Parametros Colectal Colecta 2 Colecta 3 Colecta 4 Colecta 5
Edad 10 meses 10 meses 10 meses 10 meses 10 meses
Verraco Vqumer! ) 180 MlI 175 Ml 182 MI 196 Mi 189 Ml
1) Concentracion 398x 10 385x 108 329x 108 430x 108 391x 108
PH 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5
Color Normal Normal Normal Normal Normal
Edad 12 meses 12 meses 12 meses 12 meses 12 meses
Verraco Volumen 181 MlI 189 MI 196 MI 202 Ml 179 MI
@ Concentracion 397x 108 379x 108 392x 108 416x 108 368x 108
PH 7 7 7 7 7

Color Normal Normal Normal Normal Normal
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Parametros obtenidos en los eyaculados recién colectados de los dos cerdos reproductores

evaluados, donde sus resultados fueron normales.

En la siguiente tabla 3, se puede observar el efecto de los diluyentes sobre la motilidad
espermatica, la progresividad y linealidad, durante el transcurso de tiempo evaluado y que a su
vez, se mantuvo en refrigeracion. Estos datos expresan los valores obtenidos por cada uno de los

medios diluyentes y hacen referencia a la media aritmética y el error estandar.
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Tabla 3. Efectos de los diluyentes sobre la motilidad espermatica total, progresividad y linealidad, durante 72 horas a

refrigeracion

A Androstar® B F8® MRA® Vitasem®
Motilidad total
HO 74.37 2,51 7596+ 1.9%  7527+1.79%  88.37+008  849+164%  76.03+1.68®
H24 51.03 + 4.09° 61.7 + 5.66° 50.86 +6.09°  57.96+5.86  49.15+ 2.65° 72.3+5.7°
H48 46.36 +7.32° 58.9 + 5.61° 50.6 + 7.05° 56.7+591°  42625+69%  612+1.05 1 =0-05
H72 44.35 + 1.4° 49.82 +2.42 41.9 +3.36° 50.8 + 4.65° 39.7+1.46°  46.65+4.62°
Progresividad
HO 34,55 + 1.99° 3732+1.71°  36.36+ 1.75° 5134+1.68°  46.97+157°  38.0+1.50°
H24 16.76 + 2.37° 2263+2.68°  20.1+3.71® 223542640  133+024° 2956+ 1.41°
H48 16.18 + 1.37% 10.38+3.13°  16.76+1.96°  2224+454° 12984064  17.75+140  F<0.05
H72 13.25 + 0.25° 19.05+127°  10.85+0.88" 2043 +1.2° 11.92+2.17°  17.275 + 2.89°
Linealidad
HO 64.88 + 0,95 65.02+0.88°  64.94+0.78° 70.66 + 0.8° 66.1 + 0.87° 69.9 + 0,942
H24 57.25 + 0.54° 59.65+1.17°  55.58+0.73° 50354001°  57.44%04°  60.96:078 .
H48 56.2 + 0.6° 59.02+0.77°  55.25+0.48" 58.43+143° 558+ 0.63° 57.3+0.82° 0.
H72 54,96 + 0.99° 56.56 + 0.77° 54,76 + 1.1° 57.22+0.96°  54.975+083%  54.6+0.95°

Los resultados se expresan en valores de media aritmética = Error estandar.

HO: Hora cero (fresco recién diluido); H24: Hora veinticuatro; H48: Hora cuarenta y ocho; H72: Hora setenta y dos de la
investigacion.; Diluyentes: A: Alternativo 1; B. Alternativo 2; Androstar®: Comercial 1; F8®: Comercial 2; MRA®: Comercial 3;
Vitasem®: Comercial 4. Letras diferentes en mintiscula (a,b) en las filas, denotan diferencias estadisticas significativas (P<0,05) entre

los diluyentes evaluados en la investigacion; en este caso no se aplicara para letras diferentes en mayuscula (A.B) factor tiempo.
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4.2 Motilidad Espermatica

Como se muestra en la tabla 3, se encontraron diferencias significativas sélo en algunos
descriptores de motilidad (P<0,05), obteniendo el mejor resultado a la hora cero (HO) de las
muestras diluidas en el medio comercial F8® con un 88.37%, seguido del también comercial
MR-A® con un 84.9%, siendo para esta funcion el dato menor correspondiente al diluyente
alternativo A con un 74.37% de motilidad; para la evaluacion en la H24 y H48, el resultado
superior lo obtuvo el medio comercial Vitasem ®, con el 72.3% y 61.2% respectivamente; el
resultado obtenido en la Gltima evaluacion H72, como dato inferior lo muestra el medio MR-A®

con un minimo de 39.7%; los diluyentes A y B se mantienen en un resultado promedio.

Durante la HO, la motilidad muestra unos resultados de mayor amplitud frente a los obtenidos

en las horas siguientes de evaluacion, con una media superiores al 74%. (Ver figura 9).

Mot lidad (35)

B

0H 24H 48H 72H

Horas

Figura 9. Distribucion de los datos de motilidad espermatica segun el tiempo de

conservacion de semen
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Las muestras del diluyente F8® fueron las que obtuvieron los mejores resultados de
motilidad durante las 72H y entre los medios alternativos son minusculas las diferencias (Ver

figura 10).
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A Androstar B F8 MRA VitaSem

Horas

Figura 10. Interpretacion de los datos de motilidad espermatica segun el diluyente de

conservacion de semen utilizado

4.3 Progresividad y Linealidad Espermatica

El resultado més alto a la HO se logré del diluyente comercial F8®, con datos superiores al 50
y 70%, y como resultados mas bajo se obtuvo 34.55% Yy 64.88 % correspondientes a las
muestras del diluyente A, con el paso de la 72 H se observd que para la progresividad, el
resultado mas alto es 20.43%, y el de linealidad es 57.22% correspondientes al diluyente
comercial F8®, los pardmetros evaluados con valores significativos mas altos son obtenidos del
diluyente comercial F8®. El diluyente alternativo A y B, obtuvo datos inferiores para

progresividad a la HO y H72; y en linealidad para el B a las H24 y H48.
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En la tabla 4, se presentan los resultados de los parametros de vitalidad y morfologia de los espermatozoides en las diferentes horas

evaluadas.

Tabla 4. Efectos de los diluyentes sobre la vitalidad y morfologia espermatica durante 72 horas en refrigeracion.

A Androstar® B F8® MRA® Vitasem®
Vitalidad
HO 71.92 +1.11° 67.27 + 1.66° 69.88 + 1.32° 83.45 +1.32% 7218 +1.95°  65.63 + 2.06°
H24 60.2 +1.11° 62 + 2.47° 67 + 0.58° 69 + 0.58° 52 +1,92° 65 + 0.84°
H48 39.5 + 3.54° 58 +0.58" 66.8 +1.76° 67.2 +1.76° 38.5 +0.66° 53 + 0.58° P=0.05
H72 38 +0.58° 50 + 0.26° 38 +0.26° 23 +0.26° 25.25 + 2.5° 33 +0.26°
Morfologia
HO 96.84 + 0.52° 96.72 + 0.38° 94.22 + 0.54° 96 + 0.26° 945+ 0.66%  94.54 +0.45°
H24 94.2 +0.38° 95.5+0.13? 92.0+1.0° 95.66 + 0.83% 94.4 +0.5° 92.66 + 0.33? P 20,05
H48 94.0 + 0.26° 94.8 +0.57° 91.5+0.13° 93.81 +0.47° 93.9+0.34%  92.25+0.29° =
H72 90.33 + 0.332 92.66 + 1.74 90.33 + 0.66° 93.6 +0.82° 91 + 0.47° 86.5 + 0.39%

Los resultados se expresan en valores de media aritmeética + Error estandar.

HO: Hora cero (fresco recién diluido); H24: Hora veinticuatro; H48: Hora cuarenta y ocho; H72: Hora setenta y dos de la
investigacion.; Diluyentes: A: Alternativo 1; B. Alternativo 2; Androstar®: Comercial 1; F8®: Comercial 2; MRA®: Comercial 3;
Vitasem®: Comercial 4. Letras diferentes en mintiscula (a.b) en las filas, denotan diferencias estadisticas significativas (P<0,05) entre

los diluyentes evaluados en la investigacion; en este caso no se aplicara para letras diferentes en mayuscula (A.B) factor tiempo.
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4.4 Vitalidad Espermética

Como puede observarse en la tabla 4, el diluyente A present6 un 71.92% de vitalidad a la HO,
siendo el tercer dato mas alto después del F8® y MRA®, en la H24 y H48 el segundo mejor
resultado lo obtuvo el diluyente alternativo B, después del diluyente comercial F8®, con un 67%
y 66.8% la H72 quién presenta una vitalidad del 50% es el diluyente comercial Androstar ®,

seguido de los diluyentes A 'y B con un 38%.

Fisiologicamente la vitalidad de las células va disminuyendo con respecto al pasar de las
horas, pero se mantiene un rango amplio de datos como se evidencia en la siguiente figura, donde
la linea horizontal identifica la mediana de los datos y cada muestreo va en detrimento. (\Ver

figura 11).
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Figura 11. Distribucion de los datos de vitalidad espermatica segun el tiempo de

conservacion de semen.
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El porcentaje més alto al evaluar la vitalidad en cada uno de los medios durante las 72H, lo

obtiene el diluente F8®, con una mediana superior al 70%, mientras los demas estan entre 55 -

65% (ver Figura 12).
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Figura 12. Interpretacion de los datos de vitalidad espermatica segun el diluyente de

conservacion de semen evaluado

4.5 Morfologia Espermatica

Al evaluar las caracteristicas morfologicas de los espermatozoides en la tabla 4, se observa

gue no existen diferencias significativas en ninguno de los medios diluyentes utilizados. Ademas,

se puede observar en la siguiente figura que durante el pasar de las horas el parametro evaluado

de morfologia espermatica presenta un gran porcentaje de estructuras sin morfoanomalias lo cual

indica que no hay diferencias significativas con el paso del tiempo. (Ver figura 13).
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Figura 13. Distribucion de los datos de morfologia espermatica segun el tiempo de

conservacion de semen.

A continuacidn, se observan los intervalos normales para el parametro de morfologia
espermatica frente a los medios diluyentes de conservacion utilizados durante 72H, no existen

diferencias estadisticas pero si a nivel visual (ver figura 14).
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Figura 14. Interpretacion de los datos de morfologia espermatica segun el diluyente de

conservacion de semen evaluado



4.6 Andlisis Econdémico de los Diluyentes

A pesar de que existen algunas diferencias en los parametros evaluados que hacen parte de

los objetivos del presente estudio, se incluyen datos adicionales donde se pudo evidenciar que

existen grandes diferencias en el analisis econdmico; acceso al diluyente (A y B) de facil

elaboracion y obtencién como se observa en la tabla 5, caso contrario sucede con los medios

comerciales que se necesita previa solicitud y espera entre 2-4 dias para la entrega.

Tabla 5. Costos para la preparacion de los diluyentes alternativos (A y B) en Cucuta

Medida Val Dosificacion Valor por dosis a
Material encontrad alor (ar) utilizar($)
a
A B A B
Glucosa 500 gr $16.300 50 40 1.630 1.304
Citrato de sodio 500 gr $5.600 35 35 40 40
Bicarbonato de
EDTA 500gr  $7.400 35  3p 52 59
Penicilina .
1.200.000 U Unidad $3.500 1 1 3500 3500
Agua destilada Litro $4.100 1 1 4100 4100
TOTAL $9.327 $9.001

Precios obtenidos segln cotizacion en distribuidores de quimicos en Cucuta - 2020.

En términos econdmicos los diluyentes alternativos promedian un valor de $9.164, por lo

tanto hay una diferencia de $6.311 menos que el valor promedio de los diluyentes comerciales

que oscila en $15.475(Tabla 6).

54
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Tabla 6. Comparacion de medios alternativos y comerciales para la obtencién de un 1 litro

de diluyente
Diluyentes cc;l;]i?re/zggn A;:T::gcsjci)oal Valor total
A 3 dias facil $9.327
B 3 dias facil $9.001
MR-A® 6 dias Solicitud $15.300
Vitasem® 6 dias Solicitud $14.200
Androstar ® Plus 7 dias Solicitud $17.450
F8® 8 dias Solicitud $14.950

Datos recopilados segun estudio.
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5. Discusiones

En el presente estudio fueron analizados dos verracos de alta genética, con excelente
condicion corporal, edades aceptadas para ser reproductores (> 8 meses), optimo plan sanitario,
lo cual se evidencia por el alto porcentaje de espermatozoides vivos, con una buena motilidad

espermatica (>74%), obtenidos en los eyaculados frescos y refrigerados.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se pudo demostrar que las células espermaticas
evaluadas en este estudio son sensibles a la injuria normal por el detrimento del tiempo y se
observa como los diferentes componentes de cada uno de los diluyentes evaluados colaboran para
preservar las células espermaticas frente a las especies reactivas de oxigeno (ROS) y el dafio
causado por la disminucion de la temperatura, de manera que cada diluyente busca conservar el

material genético (Gadea, 2003).

La temperatura adecuada para la conservacion seminal en porcinos es de 16 grados
centigrados (°C), como lo reporta Torres et al. (2014), ya que temperaturas inferiores a ellas
(<14°C y >20°C), presentan alteraciones tanto en la membrana del espermatozoide, como una
disminucion de la vitalidad espermatica (Cuenca & Avellaneda. 2017). Aunque es importante
aclarar que todo eyaculado en porcinos asi se garantice la temperatura de conservacion a 16 °C,
va causando una disminucion fisiolégico gradual que se pudo observar en los parametros de la
motilidad individual y vitalidad, a medida que pasaron las horas de evaluacion desde la hora 2

hasta las 72 (Zeng et al., 2014).

El presente trabajo enfrento a las células espermaticas porcinas con medios de conservacién
de diferente elaboracion y a su vez, una disminucion de temperatura, en tiempos prolongados.

Este almacenamiento conllevéd un detrimento bioquimico y funcional que se expresa en la
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mortalidad gradual del espermatozoide (Bielas et al., 2017). Se debe tener presente que la
conservacion espermatica es una técnica que consiste en mantener a las células reproductoras a
una baja temperatura sin perder su integridad y calidad seminal, y que tiene como objetivo inhibir
la actividad metabdlica de la célula garantizando su vitalidad y funcionalidad a través del tiempo,
para permitir su motilidad por el tracto uterino y lograr su reaccion acrosémica antes de su

encuentro con el ovocito.

La motilidad espermatica es un parametro de actividad metabdlica e integridad de las
membranas (Lossada, 2013). En el presente estudio los valores de movilidad de las células
espermaticas estudiadas en el diluyente alternativo (B) es muy similar a los datos demostrados en
diferentes estudios de los medios comerciales (Pinto et al., 2013), sin embargo difieren mucho de
los datos obtenidos con el medio MRA®, especulando problemas con el lote del medio, el plasma
seminal de los machos evaluados, la temperatura ambiente, el agua para la preparacion del medio,

que pudieron afectar la eficiencia del diluyente.

Por otro lado, la presencia de glucosa como la Unica fuente de energia y el bajo contenido de
oxigeno en el recipiente donde es disuelto y refrigerado el semen, estimula el metabolismo
glucolitico (la ruta metabdlica encargada de oxidar la glucosa con la finalidad de obtener energia
para la célula), consecuentemente el pH intracelular del espermatozoide aumenta reduciendo su
motilidad, es por ello que se observa la reduccion en el parametro de vitalidad, progresividad y

linealidad espermatica (Quintero et al., 2009).

De la misma forma, los diluyentes comerciales poseen otros componentes no registrados
diferentes a los que se reportan bibliograficamente, es por ello que estos componentes no

reportados colaboran a darle mejor resistencia a la membrana plasmatica del espermatozoide y a



58

soportar condiciones adversas, caso contrario los diluyentes alternativos (A y B) que tienen los
requerimientos minimos de conservacién (Ochoa & Ortega, 2008), teniendo en cuenta que en la
investigacion para los pardmetros ambientales y fisiologicos de los reproductores no mostraron

diferencias muy marcadas con los indices evaluados con respecto a los medios comerciales.

En relacion a los porcentajes de vitalidad y morfologia de los espermatozoides evaluados, los
resultados referidos a las células vivas mostraron algunas diferencias reportadas para las horas de
investigacion resultados méas acertados al medio F8®, con respecto a los medios alternativos
estadisticamente quien presentd mejor rendimiento fue el medio B, gracias a la proteccion dada
por sus componentes al preservar los procesos fisiologicos detrimentales propios de las células
espermaticas mantenidas en periodos de refrigeracion (Roa et al., 2005). Ademas, la morfologia
espermatica es un indicador en la funcionalidad seminal debido a que los cambios internos
generados en el acrosoma espermatico son muy dicientes a las afecciones del medio donde ellos

se encuentran (Czubaszek et al., 2019).

El efecto de la refrigeracion en semen de verraco ha sido ampliamente debatido por Ochoa y
Ortega, (2008), Lossada, (2013), Pinto et al. (2013), Torres et al. (2014), Bielas et al. (2017), ya
que existen diferencias en las composiciones bioquimicas de la membrana plasmatica de los
espermatozoides provenientes incluso del mismo verraco en diferente eyaculado, estan
involucradas en la sensibilidad de los espermatozoides a los procesos de refrigeracion
(Karunakaran et al., 2017). Algunos estudios han demostrado que los cambios fisioldgicos en los
espermatozoides son producto de la capacitacion acrosomal principal razén de dafio de las células
seminales cuando son sometidas a un shock térmico por frio, asi que depende mucho de las
caracteristicas bioguimicas de los diluyentes ya que cumplen un papel importante en la vitalidad

del semen expuesto a temperaturas durante periodos de tiempo prolongados (Schulze et al.,
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2018).

Es importante traer a contexto el analisis econdmico, que es uno de los pilares técnicos que se
deben tener en cuenta en el proceso de reproduccion porcina, cabe destacar que en el
conocimiento de la fisiologia espermatica los componentes para la formulacion de dichos
diluyentes alternativos deben ser evaluados desde el costo — beneficio y asi contrarrestar uno de
los principales problemas que agobian a los pequefios productores, lo cual es el acceso debido al
alto valor econdmico que representan los medios comerciales en la region, por ese motivo se

logré hacer una comparacion entre los diluyentes alternativos y los comerciales.
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6. Conclusiones

La técnica de dilucion del semen de verraco con dos diluyentes alternativos a 16°C por 72
horas, no afect6 de manera significativa los parametros evaluados para la capacidad de avance
progresivo (motilidad) de los espermatozoides a través del tiempo de refrigeracion, al ser
comparados con los diluyentes comerciales, se pudo observar que las cifras obtenidas no

comprometen la calidad seminal y se mantienen dentro de unos rangos éptimos.

Este trabajo en el que se ponen a prueba dos diluyentes alternativos a 16°C por 72 horas no
afecto de manera significativa la mayoria de los pardmetros para determinar el porcentaje de
sobrevivencia espermatica a traves del tiempo de evaluacion en comparacion con los diluyentes

comerciales.

Al utilizar los dos diluyentes alternativos a 16°C por 72 horas en este presente estudio, no se
vieron afectados de manera significativa la integridad estructural de los espermatozoides a través
del tiempo de refrigeracion, al ser comparada con los datos obtenidos de los medios comerciales

ya que no existieron diferencias significativas.

Con respecto a los resultados obtenidos de los medios alternativos a nivel general, el
diluyente B, obtuvo mejores resultados que el diluyente A, aunque los datos se encuentran en un
rango estrecho, por tal motivo para este estudio la mejor opcion a la hora de utilizar un medio de
dilucion alternativo sin lugar a duda sera la formulacién B ya que da mejores resultados y a su

vez es el méas econdémico de todos.

Se logra concluir que en el presente estudio los parametros de motilidad y vitalidad reportan

diferencias estadisticas significativas, aunque es importante referenciar que para un contexto
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literario e incluso de parametros de eficiencia reproductiva en campo son aceptados y no
interfieren de manera negativa en la investigacion de los seis diluyentes evaluados haciendo
resefia al estudio de los dos medios alternativos de elaboracion para el trabajo, realizados por el
equipo investigador. Ademas, existe gran diferencia en un contexto mas practico ya que los
medios alternativos tienen ventaja sobre los comerciales por ser mas econémicos, de facil acceso
y elaboracion, ayudando a los pequefios productores a tener avances en la region y a su vez,

mejorar la calidad de vida por medio de biotecnologias reproductivas aplicadas.

Al evaluar cada uno de los datos obtenidos y al comparar los resultados podemos observar
esa capacidad de preservacion y conservacion de material genético refrigerado por parte de los
diluyentes alternativos que en algunos aspectos poseen mejores bondades que los medios ya
utilizados en el mercado comercial cumpliendo con la justificacion de este estudio y dando un

aporte significativos a la region y la ciencia.
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7. Recomendaciones

Aungue han surgido avances en casi un siglo que lleva las técnicas de inseminacion artificial
porcina y conservacion de material genético, el conocimiento de estos procesos ain es muy
limitado, asi que es importante profundizar en el estudio, disefio y elaboracion de esos nuevos
diluyentes de facil acceso y econémicos, con el &nimo de apoyar los pequefios productores de la

region.

Con base a este estudio nos damos cuenta que el principal objetivo de la produccion porcina
es garantizar la fertilidad, la prolificidad y la fecundidad, y de esta manera poder validar todos los
resultados obtenidos bajo parametros de eficiencia reproductiva en las granjas porcinas de la

region.

Realizar nuevos estudios, con celulas espermaticas porcinas, haciendo ajustes pertinentes a
los medios de conservacion con el &nimo de garantizar mayor preservacion de material genético
en dichos medios cambiando la formulacion en cantidades o agregando un nuevo producto que
proteja con mas rigurosidad la membrana espermatica, para tener un referido de comparacion,

con las mismas tinciones y procesos usados en esta investigacion.

Segun algunos reportes de estudios sobre congelacion de semen porcino, es importante hacer
mencion, que su estructura morfoldgica no resiste grandes cambios de temperatura, ni una
refrigeracién constante inferior a los 14°C pues esta claro que inicia su deterioro, pero se ha
logrado realizar estudios aunque costosos de conservacion por mayor tiempo para transporte de
dosis de semen en largas distancias, Conservacion de genética, Seguridad sanitaria, pero en la

actualidad se puede exponer una variante con un precio mas bajo.
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Anexo 1. Registro fotogréafico de la poblacion de verracos estudiada

1.1 Reproductor #1 (SANSON). 1.2. Reproductor #2 (MAX).

71



Anexo 2. Materiales y equipos utilizados

2.1. Materiales utilizados.

2.2. Equipos utilizados.
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Anexo 3. Diluyentes utilizados durante la investigacion

3.1. Diluyentes comerciales. 3.2. Diluyentes alternativos.
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Anexo 4. Muestra colectada y evaluacion de la concentracion espermatica

4.1. Eyaculado recién colectado. 4.2. Calculo de concentracion espermatica.
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Anexo 5. Evaluacion de la capacidad de avance progresivo por medio del ISAS

5.2. Evaluacion de la motilidad ISAS.

5.1. Motilidad masal.
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Anexo 6. Evaluacion de la sobrevivencia espermatica

6.1. Tincion Eosina-Nigrosina.

6.2. Vista microscopio a 100x (Vivos-Muertos).



Anexo 7. Evaluacion de las estructuras morfoldgicas de las células, objeto de estudio

7.1. Montaje de la muestra. 7.2. Morfoanomalias.
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