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I RESUMEN.

El proposito del presente trabajo fue determinar si la evaluacion de la reaccién
acrosomal (RA) es una herramienta para identificar verracos con problemas
reproductivos (CPR), sin signos clinicos evidentes, que no fue posible identificarlos
mediante la evaluacion espermatica basica. Para tal efecto se analizaron los registros
de produccion de 22 granjas, en los cuales se observaron particularmente los
indicadores reproductivos de los verracos. De esta manera, se identificaron verracos
con baija fertilidad y/o prolificidad. Se obtuvieron muestras de semen de 73 verracos sin
y con problemas reproductivos, encontrandose una prevalencia del 30% de animales
con estos problemas. En las muestras de semen, se determiné la reaccién acrosomal
espontanea (RAE) después de un periodo de capacitacion, asi como la reaccién
acrosomal inducida (RAI) con progesterona despues del mismo periodo de
capacitacion. Los resultados obtenidos en espermatozoides de verracos CPR, se
compararon con los de verracos sin problemas reproductivos (SPR). Al comparar Ié
RAE en ambos grupos de verracos, no se observaron diferencias (P > 0.05). Sin
embargo, al inducir la RA con progesterona, los espermatozoides de verracos CPR,
reaccionaron en menor proporcion (6%) comparado con los promedios de verracos
SPR (10%) teniendo diferencias estadisticas (P < 0.01), lo cual sugiere que los
espermatozoides de verracos CPR, presentan una incapacidad para llevar a cabo la RA
después de un periodo de incubacién con el inductor que pueda impedir asi la
fertilizacion de los ovocitos. Estos resultado, sugieren que la RAI puede ser un indicador
de verracos CPR. También se analizd el efecto de la raza, edad, tiempo de
conservacion del semen, motilidad, tipo de alojamiento y propésito zootécnico de los

verracos, sin encontrar efecto o asociacion alguna con los valores de RA determinados.
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1. INTRODUCCION.

En las granjés porcinas se ha incrementado el uso de la inseminacion artificial
(IA), con el propésito de aprovechar al maximo a los verracos con los que cuentan y
disminuir asi los costos de produccién, que pueden ser elevados si estos animales no'
son bien utilizados. La adquisicion o crianza, manutencion y alojamiento, son

considerados como gastos para las granjas.

La IA se ha desarrollado por las ventajas sanitarias y de mayor difusion del
material genético, el cual se transmitira a sus descendientes, que pueden llegar a ser
de 6000 a 7000 por afio con el uso de esta tecnologia (Flowers, 1998 ®). Por lo tanto, es
importante el tener herramientas que indiquen la capacidad reproductiva de los
verracos. Para cumplir con lo anterior, en las granjas con centros de A y en los centros
productores de semen, se han irhplementado técnicas de evaluacidn espermatica que
incluyen determinacion del volumen eyaculado, concentracion, motilidad y morfologia.
Sin embargo, aunque estas evaluaciones ayudan a decidir el manejo de cada
eyaculado, no son suficientes para identificar a verracos con problemas reproductivos
(baja fertilidad y/o prolificidad) lo cual representa pérdidas econdémicas para las granjas.
Por tal motivo se hace necesario implementar otras técnicas de evaluacion
espermatica, factibles de llevar a cabo en centros de 1A con los objetivos de identificar
verracos con problemas reproductivos, y predecir la capacidad fertilizante de los

espermatozoides.

El trabajo que a continuacion se presenta, pretende determinar si la RA puede
ayudar a identificar verracos con dichos problemas apoyado con las técnicas de

evaluacion espermatica basica.




2. REVISION DE LITERATURA.

2.1. Inseminacion artificial y conservacién del semen porcino.

El incremento del uso de la IA porcina, en los ultimos afnos ha sido espectacular,
estimandose que de ios 72 millones de cerdas en el mundo, mas del 25 % son
inseminadas con esta técnica (Decuadro, 1999), esto debido a las ventajas que
representa el utilizar esta tecnologia como son: Disminucion del numero de verracos en
la granja, utilizacion de reproductores de alta calidad genética y valor econdémico,
explotar al maximo el manejo de lotes de cerdas, obtencién de porcentajes de fertilidad
iguales o superiores a los obtenidos con la monta natural, facilidad en el manejo
reduciendo el tiempo y trabajo por monta, un mejor control sanitario y un mayor control
de calidad del semen (Decuadro, 1999; Colenbrander et al. 1993).

E! control de la produccion y calidad del semen, es una de las tareas mas
comunes del Médico Veterinario Zootecnista y dentro de la cual, se realiza el analisis
espermatico basico rutinario que incluye la evaluacién del volumen, concentracion,
motilidad y morfoanormalidades en los espermatozoides eyaculados de cada verraco

que esta integrado a un programa de A (Rillo et al. 1996; Flowers, 1998%).

El objetivo mas importante de la evaluacion espermatica, es el de predecir Ia
capacidad fertilizante de los espermatozoides (Amann y Hammerstedt, 1993) pues tal
como lo senalan Castafieda et al. (1996) existe la posibilidad de desechar mas rapido
un verraco con problemas reproductivos debidos a una baja calidad espermatica que se
puede detectar con la evaluacién espermatica basica. Un ejemplo de esto, es el
reportado por Flowers, (1998 ?) qué describe una disminucion en la tasa de partos al
observar una motilidad espermatica menor del 60%, menos del 70% de morfologia
normal y menos del 75% de acrosomas normales, aunque Woelders (1991) y Chavarria
et al. (1997 °), reportan que la evaluacion in vitro de estas caracteristicas y su

correlacion con la capacidad fertilizante, en general es baja.




Rillo et al. (1996) determinaron una serie de parametros a partir de los cuales no

recomiendan el uso de dosis seminales diluidas y conservadas (cuadro 1).

Cuadro 1. PARAMETROS ESTABLECIDOS PARA NO USAR DOSIS SEMINALES CONSERVADAS

24 Horas de 48 Horas de 72 Horas de
PARAMETROS. conservacion. conservacion. conservacion.
Motilidad sin cafeina. - 10 %. - 10 %. 0
Motilidad con cafeina. - 20 %. - 10 %. 0
Acrosomas normales. - 30 %. - 30 %. -30%
Colas anormales. > 40 %. > 40 %. > 40 %.
Gota. Citoplasmica. Proximal > 50 %. > 50 %. > 50 %.
Gota. Citoplasmica. Distal. > 80 %. > 80 %. > 80 %.

Fuente: Rillo ef al. 1996.

Por otra parte Flowers, (1998 ®) describe que los problemas asociados al uso de
la IA pueden ser subdivididos en tres areas: calidad del semen, inseminacién y manejo
de la hembra en el area de gestacion. La calidad del semen incluye, manejo del
verraco, recoleccion y almacenaje del semen, los cuales pueden influir en forma
negativa disminuyendo la capacidad reproductiva de los machos al usar IA (cuadro 2).
En el area de inseminacién, se involucran decisiones asociadas con el tiempo y
frecuencia de montas, deteccién de estros y técnicas de inseminacién. Finalmente, en
el area de gestacion, se involucra el manejo de las hembras después de ser

inseminadas, observando principalmente su alojamiento y/o nutricién.

La tasa de partos y el numero de lechones al parto, en granjas que utilizan IA,
son una fuente de informacién que ofrece una guia para identificar los “pasos criticos”
en los cuales se pueden identificar los problemas reproductivos (Flowers, 1998 ®). Con
los indicadores anteriores, Campos (1995) y Garcia (1994) describen como verracos
con baja prolificidad aquellos que cerdas inseminadas con dosis de éstos, presentaron
un bajo tamarno de camada al parto con menos de 10.2 lechones nacidos en cerdas
multiparas y menos de 9.3 lechones nacidos en cerdas nuliparas, por otra parte,
describen como cerdos con baja fertilidad , aquellos cuyas cerdas inseminadas con

dosis dichos verracos, presentaron retorno a estro con una tasa mayor al 15%.




Los factores de tipo ambiental que afectan la productividad de una granja en el
area reproductiva son: Salud, manejo y nutricién. En ocasiones estos factores pueden
modificar la eficiencia reproductiva de una granja y sin embargo ser poco importantes
en otras (Batista, 1998).

Cuadro 2. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA CALIDAD DEL SEMEN CONSERVADO

Indicador. Problema. Frecuencia del problema.
Tiempo de conservacion. Mas de 72 hrs. 271100
Condiciones de almacenamiento. Temperatura inadecuada.
(Ideat 15°C) 15/100
Calidad del agua. Presencia de: Bacterias y metales pesados 12/100
Calidad del diluyente. pH y Osmolaridad inadecuados 12/100
Tasa de dilucién. Mayores o menores al rango
15-1:32 10/100
Morfologia anormal. Mas del 20 % 9/100

Adaptado de Flowers, 1998°.

El impacto que tiene la fertilidad de un verraco sobre el indicador global en
eficiencia reproductiva puede ser mayor al de las cerdas, ya que una cerda normal,
puede tener una descendencia de hasta 25 lechones por ano, mientras que al usar
exclusivamente la IA, un verraco puede tener una descendencia de entre 6000 y 7000
lechones por ario (Flowers, 1998%). Por su parte, Colenbrander et al. (1993) comentan
que con el uso de la |A, un solo verraco puede cubrir hasta 1000 cerdas por afo con

doble inseminacion.

Por lo anterior, tal como lo sefialan Ducos et al. (1996), es necesario implementar
técnicas que ayuden a incrementar el porcentaje de prediccion de la capacidad
fertilizante de los espermatozoides de cada eyaculado, pudiendo ser una de ellas, la
evaluacion del acrosoma tal como lo sefiala Parinaud (1995), quien reporta una
correlacion entre problemas en la fisiologia espermatica y problemas en la morfologia y

motilidad en espermatozoides de verraco, reflejandose en una disminucién de su
capacidad fertilizante.
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2.2. Problemas de fertilidad y evaluacion espermatica.

Como ya se describio, la IA tiene como ventaja el que los eyaculados
pueden ser analizados previamente a su uso. Sin embargo, existen problemas como las
aberraciones cromosémicas las cuales no se pueden identificar con la evaluacion
espermatica basica y se presentan en un 3% de los verracos. Se ha demostrado una
correlacion entre estas anormalidades, con fallas en el desarrollo y la reproduccion,
existiendo reportes sobre muerte prenatal en cerdos, que sugieren una mortalidad
embrionaria del 33% durante el transcurso del primer tercio de la gestacion, sin
embargo, en México por distintos motivos la aplicacion del analisis citogenético en la

produccion ammal no se ha desarrollado (Villagébmez, 1998).

En las granjas con centros de IA y centros de produccion de semen, la
evaluacion espermatica basica ha sido una herramienta para decidir la utilidad de cada
eyaculado y/o dosis seminal conservada. Es importante sefalar que el analisis
espermatico basico no logra identificar dafios especificos en la estructura vy fisiologia
espormatica quo mvolucran su capacidad fertiizante y solamente lo hace en casos muy
evidentes que pongan de manifiesto alteraciones en la morfologia y/o motilidad
espermatica. Las anormalidades morfologicas en los espermatozoides, se han
relacionado con problemas de fertilidad, aunque han sido consideradas como normales
hasta en un 20%, pudiéndose dividir estas, en alteraciones de la cabeza y alteraciones
en la cola (Bonet et al. 1993). |

Se sabe que alteraciones especificas en la cabeza del espermatozoide y en
particular del acrosoma, pueden interferir en los procesos de capacitaciéon y RA (Rillo et
al. 1996), siendo esta ultima utilizada por varios investigadores (Jaiswal et al. 1998;

Esteves et al 1998) como indicador para evaluar el proceso de capacitacion
espermatica.




Las lesiones del acrosoma pueden ser determinadas por la liberacion
extracelular de hialuronidasa y acrosina, aunque el registro de esta ultima es
complicado y los resultados no pueden ser correlacionados con el porcentaje de
acrosomas danados, por lo que no es un método recomendado. Por otro lado, la
integridad del acrosoma puede evaluarse con diversos métodos microscopicos como la
técnica de ftriple tincion, anticuerpos y lectinas conjugadas a marcadores, aunque
algunas tienen el inconveniente de danar células al ser arrastradas para preparar el
frotis (Rillo et al. 1996).

Woelders (1991) propone la evaluacion. simultanea de la integridad de la
membrana celular y del acrosoma, usando el fluorocromo bisbenzimida (Hoechst-
33258). Valcarcel et al. (1997) recomiendan el uso de lectinas/Hoechst-33258 para

evaluar el estado del acrosoma y la integridad celular como un método muy preciso.

Los marcadores de membrana como las lectinas, son substancias que tienen
afinidad por determinados carbohidratos presentes en la membrana espermatica. Tras
un periodo de incubacién, cada lectina presenta afinidad por un carbohidrato especifico
de tal modo que las variaciones de membrana produciran un cambio en los patrones de
union de las lectinas, por lo que se recomienda este método para estudios de
capacitacion y RA, Sanchez (1991).

2.3. Estructura espermatica.

El espermatozoide es el producto de la gametogénesis en el macho, proceso que
ocurre en los tubulos seminiferos del testiculo. Estructuralmente esta formado por la
cabeza, pieza media y flagelo. La cabeza contiene un nucleo haploide grande y muy
condensado, rodeado por escaso citoplasma circunscrito a su vez en su parte préximal
por la membrana que delimita al acrosoma. Este ultimo organelo de caracteristicas

similares a un granulo secretor, libera en forma programada las enzimas hidroliticas, las
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cuales, facilitan el proceso de fertilizacion (cuadro 3). En la pieza media se encuentran
las mitocondrias responsables de activar el metabolismo energético celular. El flagelo
tiene una estructura semejante a todos los cilios y flagelos, pero con caracteristicas
particulares debidas a la presencia de las fibras densas externas y la cubierta fibrosa

(Chavarria et al. 1997 4.

La membrana del espermatozoide esta subdividida en regiones denominadas
dominios, los cuales presentan diferente compaosicion y funcion a lo largo de la vida de
esta célula. El mayor dominio en la membrana plasmatica del espermatozoide de los
mamiferos, es la region acrosomal (regién apical de la cabeza) y el segundo, la region

post-acrosomal (regidn caudal de la cabeza).

En la cabeza del espermatozoide, la membrana plasmatica esta subdividida en
tres porciones: segmento apical, é dominio periférico del acrosoma; segmento principal,
de mayor porcion del acrosoma y segmento ecuatorial & dominio posterior. También es
identificada una region o dominio entre el segmento ecuatorial del acrosoma y el cuello
del espermatozoide. La base posterior, en la unioén entre la cabeza y el tallo, es un
estrecho paso para el compartimento citoplasmatico entre la cabeza y la cola del
| espermatozoide. Por ultimo, la membrana plasmatica del flagelo esta subdividida en
tres regiones: tercio medio o region que contiene la vaina mitocondrial, parte principal,

gue es una vaina fibrosa y la pieza terminal (Eddy y O'Brien, 1994).

El sulfato de colesterol, ha sido identificado como un componente membrana del
espermatozoide, y se ha calculado que en el espermatozoide humano, quiza esta

presente en un 20 % del acrosoma (Brucker y Lipford, 1995).




Cuadro 3. ENZIMAS PRESENTES EN EL ACROSOMA

Acrosina.

Aril-amidasa.

Aril-sulfatasa.

Aspartilamidasa.
Beta-galactosidasa.
Beta-N-Acetil glucosaminidasa.
Calpaina ll.
Dipeptidil-peptidasa.

Esterasa.

Fosfatasa acida.

Fosfolipasa A2.

Fosfolipasas C.

Hialuronidasa.

Nuoraminidasa (sialidasa).
Peptidasa de tipo Catepsina-D.
Peptidasa de tipo colagenasa.

Fuente: Chavarria, et al. 1997°.

2.4. Capacitacion espermatica y reaccién acrosomal.

La capacitacion espermatica ocurre fisiolégicamente en el tracto reproductivo de
la hembra y es la modificacion post-eyaculatoria de la superficie espermética. Algunas
de éstas modificaciones son el reacomodo gradual de glicoproteinas periféricas y una
modificacidn en la distribucion de fosfolipidos que la integran, tras un proceso previo
denominado maduracién epididimal que ocurre en el tracto reproductivo del macho y en
el cual la membrana espermatica tuvo modificaciones fisicas, como el reacomodo de
proteinas intramembranales, y quimicas, como la sintesis de colesterol de novo,
proporcionandole una estabilidad a la membrana que le permite su conduccion durante
el trayecto hasta el sitio de fertilizacion. Durante la capacitacion, la fluidez de la
membrana, se incrementa en la regién acrosomal a diferencia de la region ecuatorial y

post-acrosomal que permanecen mas estables (Yanagimachi, 1994).

Se sabe que muchos estabilizadores de los sulfatos de membranas son
removidos durante la capacitacién espermatica, la cual requiere un aumento en los
niveles de Cax+ intracelular que al interaccionar con el sulfato de colesterol, origina una
inestabilidad membrana iniciando asi la RA (Brucker y Lipford, 1995).
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La RA es un proceso fisiolégico del espermatozoide que ocurre durante el
proceso de fertilizacion, al hacer contacto con la zona pelucida (ZP) del ovocito, y no en
otro sitio del tracto reproductor del macho o la hembra en donde no tiene ninguna
funcién, la que cuando sucede se denomina como reaccién acrosomal espontanea y es
considerada como un proceso anormal el cual depende de dos tipos de factores:
Intrinsecos (genética de los verracos, tiempo de conservacion de los espermatozoides
en el epididimo, nutricién, etc.) y extrinsecos (alojamiento de los verracos, composicion
del diluyente para conservar los espermatozoides, temperatura de conservacion, etc.)
(Yanagimachi, 1994).

El proceso de RA consiste en la formacion de poros que se producen al
fusionarse la membrana plasmatica 'y la membrana acrosomal externa del
espermatozoide, liberando las enzimas del acrosoma que facilitan la penetracion de la
ZP del ovocito. Posteriormente, la fusion de las membranas plasmatica y acrosomal
externa, origina la formacién de pseudo vesiculas por un proceso similar al de otros

sistemas celulares (Yanagimachi, 1994).

In vivo la RA ocurre tras el estimulo adecuado que es recibido al pasar los
espermatozoides por las células del cumulo, fluido folicular y pared de la granulosa
(Henkel et al. 1998, Mattioli et al. 1998; Fabbri et al. 1998). Se ha estimado, que las
células del cumulo y el fluido folicular proveen al medio, hasta 1 ug /ml de progesterona,
cantidad que se ha considerado como apropiada para inducir la RA en espermatozoides
humanos (Osman et al. 1989 citados por Brucker y Lipford, 1995). Antes de encontrar al
ovocito para la fertilizacion, dichas células filtran y seleccionan a los espermatozoides
potencialmente fértiles, que se unen entonces a la ZP del ovocito mediante receptores
membranas, originando la fusidbn de las membranas y liberacidn de enzimas

acrosomales (Brucker y Lipfor, 1995).




LLos datos obtenidos en diferentes especies de mamiferos, sugieren que la RA
esta regulada por varios mecanismos que involucran diversos receptores de moléculas
y proteinas reguladoras, como la progesterona que al interaccionar con su receptor en
la membrana del espermatozoide, induce el flujo de Cax+ hacia el interior de la célula.
La ZP también activa canales de caicio, a través de proteinas G, que en el caso de ser
una proteina Gi, esta a su vez estimula a una fosfolipasa C, resultando el rompimiento
de polifosfoinositidinas, situadas en la membrana plasmatica, originando la produccion
de diacilglicerol e inositoltrifosfato, este ultimo, incrementa el flujo de Cax+ al interior de
" la célula y por su parte, el diacilglicerol, activa la proteina Cinasa C y/o fosfolipasa A2
resultando en la produccién de los lisofosfolipidos por la fosfolipasa A2. Los
lisofosfolipidos junto con el Cay+ intracelular elevado, perturban la membrana
acrosomal provocando la fusibn membrana y ocasionando la exocitosis acrosomal.
Saling (1991), ha propuesto que la proteina tirosinacinasa esta involucrada en el control -
de la RA siendo identificada en la superficie del espermatozoide y asociada con la unién

inicial a la ZP induciendo la RA (Brucker y Lipfor, 1995).

In vitro, se ha demostrado que la RA puede ser inducida (RAl) con progesterona
y 17alfa-hidroxi progesterona, con un bajo efecto citotoxico (Kenneth et al. 1994,
Parinaud et al. 1992 : Fabbri et al. 1998), ademas de un gran numero de substancias
que estan en vecindad con el ovocito (Henkel et al. 1998; Mattioli et al. 1998), asi con50

por la ZP homologa (Berger et al. 1989).
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2.5. Lareaccién acrosomal como indicador de fertilidad y/o prolificidad.

Vazquez et al. (1993) observaron promedios bajos de RAE (1.5 a 3.5 %) en
espermatozoides de cerdos conservados durante 24 horas a 16 °C en un diluyente de
larga duracién (MR-A). Cuando estos espermatozoides fueron incubados por 40
minutos en medio de capacitacion (TCM-199), los promedios de RAE se incrementaron
(9 a 10 %). Holt et al. (1997) encontraron una correlacion negativa entre la RAE
determinada in vitro en espermatozoides recién eyaculados de verracos fértiles, con

altos tamarnos de camada.

Berger y Parker (1989), al analizar la RA en espermatozoides de verracos fértiles
encontraron una correlacion negativa (r = -0.90) en espermatozoides recién eyaculados
de verracos fértiles y la capacidad de fertilizacion in vitro (FIV) de ovocitos de hamster.
Sin embargo, no encontraron correlacion con la capacidad de FIV y la RA después de 6
horas de incubacion de éstos espermatozoides. También encontraron que un
incremento en la RA durante la incubacion in vitro, no se correlaciona (r = 0.31) con la
fertilidad in vivo de los verracos. Por otro lado, encontraron que los promedios de RA
~ determinados en espermatozoides de verracos fértiles antes de la capacitacion
espermatica (4%) y después de 6 horas de capacitacion (25 %), fueron menores en
ambos casos a los determinados en espermatozoides de verracos subfértiles (22% y

35% respectivamente).

En otras especies, Meyers (1996) al inducir in vitro la RA en espermatozoides de
caballos subfértiles, encontro valores inferiores a los inducidos en espermatozoides de
caballos fértiles. Centola et al. (1997) proponen que la evaluacion in vitro de la RA en
espermatozoides humanos, permite predecir la capacidad fertilizante de cada

eyaculado.




2.6. Factores que inhiben la reaccién acrosomal.

En condiciones normales, la reproduccion del ganado no se lleva a cabo en un
ambiente estéril. Gary (1999), menciona que las bacterias son un componente natural
en un eyaculado de verraco. En el cuadro 4 se describe una lista de bacterias
encontradas en un muestreo de granjas con antecedentes de problemas reproductivos,
la mayoria de estas no dan lugar a enfermedades clinicas en el ganado porcino, pero
en ciertas circunstancias, estas bacterias pueden ser patdégenas para los
espermatozoides. ElI-Mulla et al. (1996) y Kéhn et al. (1998), han encontrado que la RAI
in vitro en espermatozoides humanos, es significativamente menor en muestras
incubadas con E. Coli, comparadas con controles, demostrando que esta bacteria,
inhibe la induccién de la RA, aunque como lo sefalan, existe controversia al referirse a

la capacidad fertilizante de eyaculados con presencia de bacterias.

Por otra parte se sabe que existen factores quimicos que in vitro, pueden alterar
la capacidad de RA de los espermatozoides. Kenneth ef al. (1997), reportan que la
induccién de la RA in vitro con progesterona, puede ser inhibida por insecticidas
organoclorados (Clordane y Endosulfan) y que han sido identificados en leche de mujer,
queso de bovino, y pescado.

Cuadro 4. CONTAMINANTES BACTERIANOS ENCONTRADOS EN
MUESTRAS DILUIDAS DE SEMEN PORCINO

Bacteria. N° De Granjas.
Aceintobacter spp.
Aeromonas sp.
Alcaligenes sp.
Bacillus sp.
Burkholderia sp.
Comamonas sp.
Citrobacter sp.
Corynebacterium spp
Escherichia coli.
Enterobacter spp.
Klebsielia spp.
Proteus sp.
Providencia sp.
Pseudomonas spp.
Serratia sp.
Estafilococos spp.
Estreptococos spp.

Fuente: Gary, (1999).

A~NDUONWANIW=2=2RA—=NNN
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3. JUSTIFICACION.

En las granjas con centros de IA existen verracos con problemas reproductivos,
los cuales, en ocasiones no pueden ser detectados con los métodos tradicionales de
evaluacion espermatica. Ello exige desarrollar técnicas de laboratorio que permitan
predecir la capacidad fertilizante de los verracos. Una de estas técnicas novedosas es
la determinacion de la RA, sin embargo, antes de sugerir su empleo es necesario

confirmar su validez.

4. HIPOTESIS.

Dado que la RA es un paso necesario para llevar a cabo el proceso de
fertilizacion, entonces, la capacidad que presenten los espermatozoides eyaculados
para experimentar este proceso, puede ser la base para establecer un nuevo indicador

de capacidad fertilizante.

5. OBJETIVOS:

5.1. General.
Determinar si existe una correlacion entre la RA de los espermatozoides, con la

incidencia de verracos CPR.
5.2. Particulares.

Evaluar los registros de produccion de las granjas, para identificar verracos CPR.

Analizar y comparar los porcentajes de RA espontanea e inducida en

espermatozoides de verracos sin y con problemas reproductivos.
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6. DISENO EXPERIMENTAL

El presente trabajo, se realizd bajo un modelo transversal ya que se muestred
cada verraco Unicamente una vez y de casos y controles, al muestrear verracos cony

sin problemas reproductivos respectivamente (Méndez et al. 1997).

Muestreo de Granjas.

!

Seleccién y Clasificacion de Verracos.

. Sin problemas Con Problemas
Reproductivos. Reproductivos.

T

Obtencién de Muestras
de Semen.

l

Evaluacion Espermatica Basica.
(En laboratorio UAM-1)

'

Determinacion de la
Reaccion Acrosomal:
.Espontanea.
JInducida.

!

EVALUACION DE RESULTADOS.
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7. MATERIALY METODOS.

De Febrero a Agosto de 1999, se muestrearon 22 granjas porcinas en
distintas zonas del pais, con diferente grado de tecnificacion y propdsita zootécnico
(cuadro 5). Se obtuvieron muestras de semen de 73 verracos de diferente edad y raZa,
integrados a un programa de IA y con su respectivo registro de produccion (cuadro 6).
Se obtuvieron los eyaculados por el método de la “mano enguantada” filtrandolos a
través de una gasa para obtener unicamente la fraccion rica y ser analizada mediante la
técnica implementada en cada granja. 'Los eyaculados fueron diluidos a una misma
concentracién (6X10° espermatozoides/100 ml.) y en un mismo diluyente de larga
duracion (MR-A®). Las muestras se transportaron, procurando mantenerlas a
temperatura de 15 °C y protegidas de la luz, en cajas de poliuretano hasta el laboratorio
de Biologia Celular de la UAM-I en donde se evaluaron, procurando que la
conservacion de las dosis no fuera mayor a 24 horas. Se determinaron los siguientes
indicadores en cada una de las dosis: Concentracion, motilidad, viabilidad,
anormalidades morfolégicas como parte de la evaluacion espermatica basica y para los
fines de este trabajo, se determinaron los promedios de RAE y RAI siguiendo la técnica

descrita por Berger (1990).
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Cuadro 5. LOCALIZACION DE LAS GRANJAS Y NUMERO DE MUESTRAS PROPORCIONADAS

N° De N° De . -

Granja. Verracos. Localizacién geogréfica.
1 4 Cuautitlan 1zcalli. Estado de México.
2 3 Villa del Carbén. Estado de México.
3 1 Villa del Carbén. Estado de México.
4 2 Visitacion. Estado de México.
5 1 Tepexpan. Estado de México.
6 1 Zumpango. Estado de México.
7 2 Zumpango. Estado de México.
8 1 Atlacomuico. Estado de México.
9 9 Tecamachalco. Estado de México..
10 4 Tecamac. Estado de México.
11 2 Tepatlaxco. Estado de México.
12 2 Ojo de Agua. Estado de México.
13 1 Teoloyucan. Estado de México.
14 5 Chapingo. Estado de México.
15 2 Calpulalpan. Tlaxcala.
16 13 Xalmimilulco Puebla.
17 2 tzucar de Matamoros. Puebla.
18 1 Tenayuca. Hidalgo.
19 1 Pachuca. Hidalgo.
20 8 La Piedad. Michoacan.
21 8 l.a Piedad. Michoacan.
22 2 Poza Rica. Veracruz.

Cuadro 6. CARACTERISTICAS DE LOS VERRACOS

Indicador. Raza. N° Verracos. Intervalo de
(genética de los verracos) Edades
(meses).
Verracos Landrace. 13 8-60
Sin Problemas Reproductivos. Duroc. 11 13-29
Yorkshire. 10 11 -30
Hampshire. 5 846
Pietraen. 3 12-24
Sigherz (Linea). 2 24 - 48
Duroc X Pietraen (F1). 4 15 - 42
Hampshire X Duroc (F1). 1 24 - 24
Yorkshire X Landrace (F1). 2 9-12
Verracos Landrace. 8 8-36
Con Problemas Reproductivos. Duroc. 1 36 -36
Yorkshire. 5 24 - 36
Hampshire. 1 22-22
Pietraen. 2 17— 42
Sigherz (Linea). 2 36 - 36
Duroc X Pietraen (F1). 2 18 - 28
Hampshire X Duroc (F1). 1 18- 18
Total. 73 7-60
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7.1. Seleccion y clasificacion de verracos.

La seleccion de los verracos, se realizd considerando aquellos que cumplieran
los siguientes criterios: estar integrados en un programa de |A, contar con un registro de
produccion, y no mostrar signos clinicos de alguna patologia. La clasificacion se hizo
analizando sus indicadores reproductivos mediante los registros de produccion de la
granja de procedencia. Considerando los indicadores descritos por Garcia (1994) y
Campos (1995) fueron clasificados como verracos CPR aquellos con baja fertilidad y/o
prolificidad y verracos SPR aquellos sin estos antecedentes. Se evaluaron datos de por
lo menos cuatro meses anteriores a la fecha en la que se obtuvo la muestra. En seis
casos de verracos jovenes (11 meses de edad o menos) Unicamente se considero el

indicador de fertilidad (cerdas en gestacion).

7.2. Evaluacion espermatica basica.
Motilidad.- Se determind por observacion directa al microscopio optico a 200 aumentos

para estimar el porcentaje de espermatozoides en movimiento a 37°C.

Concentracion.- Se determind la concentracion espermatica, al microscopio optico con

una camara para contar globulos sanguineos.

Viabilidad.- Se diluy6 la muestra con eosina-nigrosina (3:1) haciendo un frotis y secando
a 37°C, se observaron al microscopio 100 células a 400 aumentos para determinar el
porcentaje de espermatozoides vivos (no tenidos) y el porcentaje de espermatozoides

muertos (tenidos).

Anormalidades morfolégicas.- En los frotis con eosina-nigrosina, se determino el
porcentaje total de espermatozoides con presencia de gota citoplasmica proximal y
distal, cola partida, en latigo y enrollada, por cada cien espermatozoides observados al

azar.
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7.3. Determinacion de la reaccién acrosomal.

Lavado y Capacitacion Espermatica.

Debido a la necesidad de utilizar conservadores para las muestras de semen y a
la presencia de factores descapacitantes en el plasma seminal del verraco descritos por
Bonilla et al. (1996); fue necesario lavar las muestras. Para ello, se depositaron 1.5 ml
de semen diluido (6X10° espermatozoides/100 ml) en un tubo para centrifuga con 2 ml
de medio TALP-H a 39°C, y se centrifugd a 350 g por 5 minutos. Se retiro el |
sobrenadante y se resuspendid el paquete celular en 1 ml de medio TALP-H a 39°C.
Una vez lavados los espermatozoides, se capacitaron siguiendo la técnica descrita por
Bonilla et al. (1994). Se tomaron dos alicuotas de 100 pl cada una, con
aproximadamente 9X10° espermatozoides, y se depositaron en pozos de una caja de
plastico (Nunc Denmark®) con 0.9 ml de medio de capacitacién TALP-H y se incubd a

39°C por cuatro horas en atmaosfera de CO; y obscuridad.

Induccion y Determinacion de la Reaccion Acrosomal.

Después de capacitados los espermatozoides, la induccion y determinacion de la
RA se realizdo segun la técnica descrita por Berger (1990), adicionando 20 yl de una
solucion de progesterona (500 pg/ml en solucion de PBS) a uno de los dos pozos con la
muestra de semen, para tener una concentracion final de 10 pg de progesterona por
pozo é incubando nuevamente a 39°C por 15 minutos en atmosfera de CO, y
obscuridad.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, con progesterona, se adicionaron
a cada pozo 10 pl de una solucion de Hoechst-33258 (100 pg/1ml en PBS) para tener
© una concentracion final de 1 ug/pozo. Se incubd nuevamente a 39°C por 8 minutos en
~atmosfera de CO; y obscuridad. De cada pozo, se tomaron alicuotas de 100 pl de la
“solucion de espermatozoides y se depositaron en tubos Eppendorft (de 500 pl) con 300 '
pl de una solucion de polivinilpirrolidona-40 al 2% en PBS (PVP-40) a 39°C y se

centrifugaron a 600 g por 10 minutos. Se corto cada tubo por encima del paquete
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celular para asegurar la eliminacion del Hoechst-33258 y el resto del sobrenadante, se
retiré con una pipeta. Los espermatozoides se fijaron adicionando 50 pl de etanol frio y
se resuspendieron suavemente, dejandolos reposar 5 minutos en la obscuridad. Se
hicieron preparaciones microscopicas, dejando secar por 18 horas a temperatura
ambiente en obscuridad. Posteriormente se les adicionaron 20 pl de una solucion de
lectina PSA-FITC (20 ug/ml en PBS), se colocd un cubreobjetos y se incubd a 39°C por
8 minutos en atmosfera humeda y obscuridad. El cubreobjetos, fue removido lavando
con agua destilada para eliminar el exceso de lectina y se dejo secar a 30 °C en

obscuridad.

Se depositaron 15ul de glicerol al 90% y se colocd un cubreobjetos esperando a

que se expandiera por completo el glicerol para evaluar la integridad de la membrana

- plasmatica de los espermatozoides en un microscopio de epifluorescencia a 360 nm. El
estado del acrosoma de los espermatozoides vivos en el mismo campo microscopico,

se evalud a 495 nm analizando 200 espermatozoides por preparacion a 400 aumentos.

Fueron considerados como espermatozoides con RAl aquellos que presentaban de

manera simultanea integridad de la membrana y ausencia de la membrana plasmatica

en la region acrosomal. La RAE fue determinada de igual manera y después de 4 horas

de capacitacion en ausencia del inductor.

7.4. Influencia de variables ajenas a la calidad espermatica

en la reaccion acrosomal.

Para determinar si el tipo de alojamiento de los verracos, influyé en los valores
de RA, se formaron dos grupos. Aquellos alojados en “confinamiento total” (con tan solo
ventanas operadas manualmente para su ventilacion) y aquellos que estaban en
contacto con la intemperie expuestos a cambios bruscos de temperatura y corrientes de

aire comparando los valores determinados en cada grupo.




También se intentd determinar si el proposito zootécnico de cada verraco, influyo
en los valores de RA. Para ello, se compararon los valores en espermatozoides de
verracos productores de cerdos para “engorda” (destinados a rastro), contra los de

verracos productores de cerdos para pi€ de cria (destinados a futuros reproductores).
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8. ANALISIS ESTADISTICO.

Las variables registradas que pudieron influir en este trabajo, fueron analizadas

de manera individual e independiente como lo describe el siguiente modelo:

Yi=a+ BXi + €
Donde:

YiEs la RA espontanea 6 inducida en espermatozoides de verracos
sin o con problemas reproductivos.

X1 Es el efecto de la raza en la RA.

X2 Es el efecto de |a edad de los verracos en la RA.

X3 Es el efecto del tiempo de conservacién del semen en la RA.
X4 Es el efecto de la motilidad espermatica en la RA.

Xs Es el efecto del tipo de alojamiento en la RA.

Xs Es el efecto del propdsito zootécnico en la RA.

vvvvv

variable que se distribuyen N | (0, 52).

a y B Son respectivamente ordenada al origen y pendiente
de la relacion entre variables.
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l.os valores de motilidad y viabilidad espermatica en muestras de verracos sin y
con problemas reproductivos, se compararon mediante la prueba de comparacion de

medias “t de Student” para muestras apareadas (Rodriguez, 1991).

La comparacion de los porcentajes de RAE y RAI en los espermatozoides de
verracos sin y con problemas reproductivos, se realizd con la prueba de comparacién

de medias “t de Student” para muestras apareadas (Rodriguez, 1991).

Para determinar si los valores determinados de RAE y RAI fueron influenciados
por la raza de los verracos, se hizo un analisis de varianza (ANDEVA) para grupos con
diferente nimero de repeticiones por tratamiento (cada raza se consideré como un
tratamiento y cada verraco de una misma raza como una repeticion). De acuerdo con
los resultados obtenidos con el ANDEVA para determinar la influencia de las razas y

cruzas, se realiz6 |la prueba de comparacién de medias de “Sheffe” (Rodriguez, 1991).

Se determinaron los coeficientes de correlacidon entre los valores determinados
de RA, con la edad de los verracos, horas de conservacién del semen y motilidad

espermatica (Rodriguez, 1991).
Por ultimo, se realizd un analisis de coovarianza factorial con diferente nimero
de repeticiones para determinar si el tipo de alojamiento y propdsito zootécnico de cada

verraco, influyé en los valores de RA determinados (Rodriguez, 1991).

En las figuras se representan valores promedio, sin embargo, para hacer el

analisis estadistico se consideraron los valores individuales de cada caso.
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9. RESULTADOS.

9.1. Prevalencia de problemas reproductivos en verracos.

En cada granja se muestreé el total de verracos que cumplieron con las
caracteristicas descritas en la metodologia. Se analizaron 73 en total, de los cuales 51
fueron SPR, estos tenian una edad que oscilaba entre los 8 y 60 meses; en los 22
verracos restantes que mostraron antecedentes de problemas reproductivos, las
edades oscilaron entre los 8 y 42 meses. De esta manera, se encontré una prevalencia
del 30% de verracos CPR (cuadro 7)

Cuadro 7 . PREVALENCIA DE VERRACOS CON PROBLEMAS REPRODUCTIVOS

Variable. ___Frecuencia. ) %
Verracos sin problemas reproductivos. 51 70
Verracos con problemas reproductivos. 22 30
Total. 73 100

9.2. Evaluacion espermatica basica.

Al comparar la motilidad y viabilidad espermaticas en verracos SPR y CPR, no se
observaron diferencias (P > 0.05) (cuadro 8). De igual manera, no se observaron
diferencias al comparar la morfologia espermatica (cuadro 9). De manera que con estas
evaluaciones, no fue posible distinguir el eyaculado de verracos CPR, excepto en un

caso que presentd 45 % de gota citoplasmica distal.
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Cuadro 8. COMPARACION DE LA MOTILIDAD Y VIABILIDAD ESPERMATICA EN LOS GRUPOS DE
VERRACOS

Variable. Espermatozoides de Espermatozoides de
verracos sin problemas verracos con problemas
Reproductivos. reproductivos.
X + DE X + D.E.
% Motilidad ®. 78 132 77 12°
% Viabilidad ", 96 32 94 52
**P>0.05

Cuadro 9. COMPARACION DE LA MORFOLOGIA ESPERMATICA EN LOS GRUPOS DE VERRACOS

Verracos SPR. Verracos CPR.
% de Anormalidades.

N° de eyaculados con: N° de eyaculados con:

GCP. GCD. DC GCP. GCD. DC.
1 2 2 8 1 1 3
2 3 0 12 1 0 5
3 3 0 2 0 0 1
4 0 0 0 0 1 1
5 0 0 5 0 0 3
12 0 0 1 0 0 0
15 0 0 1 0 0 1
30 0 0 1 0 0 0
45 0 0 0 1 0 0
% Total de muestras. 16 4 59 14 9 64

SPR. Sin problemas reproductivos, CPR. Con problemas reproductivos,
GCP. Gota citoplasmica proximal, GCD. Gota citoplasmica distal,
DC. Daiio en la cola.
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9.3. Determinacion de la reaccioén acrosomal.

Los patrones de tincidn encontrados en espermatozoides sin RA, mostraron una
fluorescencia intensa y homogénea en la regién acrosomal y con menor intensidad de
la region ecuatorial hacia la region distal. En los espermatozoides con RA, la intensidad
de fluorescencia en la regién acrosomal fue 'tenue y claramente diferente de la region

ecuatorial que también present6 fluorescencia tenue (figura 1).

Al comparar los porcentajes de RAE en espermatozoides de verracos SPR y
CPR, no existié diferencia estadistica (P > 0.05). Se observé ademas, una distribucion
de los valores determinados de RAE entre 2% y 10% en espermatozoides de verracos
SPR y de entre 1% a 8% en espermatozoides de verracos CPR. Al inducir la RA, se
encontraron diferencias al comparar los porcentajes de cada grupo (P < 0.01). La
distribucidn de los porcentajes de RAIl en espermatozoides de verracos SPR, fue de 5%

a 20%, y para espermatozoides de verracos CPR de 3 a 10% (figura 2).
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Figural PATRONES DE FLUORESCENCIA EN ESPERMATOZOIDES SIN Y CON REACCION
ACROSOMAL. IZQUIERDA: ESPERMATOZOIDE SIN RA, PRESENTA FLUORESCENCIA INTENSA EN
LA REGION ACROSOMAL, DONDE DESTACA EN LA PARTE APICAL UNA CUNA, MIENTRAS LA
FLUORESCENCIA ES MENOS INTENSA EN LA REGION CAUDAL DE LA CABEZA. DERECHA:
ESPERMATOZOIDE CON RA, LA FLUORESCENCIA ES MENOS INTENSA EN LA REGION APICAL AL
PERDERSE EL ACROSOMA Y SE DISTINGUEN CLARAMENTE LAS REGIONES ECUATORIAL Y
POSTECUATORIAL
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Figura 2. DISTRIBUCION DE LOS PORCENTAJES DE REACCION ACROSOMAL DETERMINADOS EN
ESPERMATOZOIDES DE VERRACOS SIN Y CON PROBLEMAS REPRODUCTIVOS

Por otra parte, al comparar los promedios de RAE y RAIl en espermatozoides de
verracos SPR y CPR, en ambos se encontré un incremento de la RAI con diferencia
estadistica (P < 0.01) (figura 3)

13




o >2(| ) o .~ );)AA o — _ ; N
% °
Q161 ‘::
e ¢ i
rIZ :i....
r o a :. b
¢ . $33880ce $
P0w) 8 31° ¢ $s.
c m ,oo 3
¢ a Yeeccccs $° | 3 TR R
e gEERees” ¢ £ i
0 $8s. H o
n ¥ R
0 RAE SPR RAI RAE CPR RAI |

“Y Literales distintas dentro de grupos, indican diferencia estadistica (P< 0.01)

SPR. Sin problemas reproductivos. CPR. Con problemas reproductivos.
RAE. Reaccion acrosomal espontanea. RAI. Reaccién acrosomal inducida.

Figura 3. COMPARACION DE LA REACCION ACROSOMAL ESPONTANEA E INDUCIDA EN
ESPERMATOZOIDES DE VERRACOS DEL MISMO GRUPO

94. Efecto delaraza enlareaccién acrosomal.

La raza no influy6 en los promedios de RAE determinados (P > 0.05) (figura 4).
Tampoco en la RAI en espermatozoides de verracos CPR (P > 0.05), sin embargo en
espermatozoides de verracos SPR, se encontraron diferencias estadisticas (P < 0.01)
(figura §). En las figuras se muestra que la dispersion de los valores de RAE y RAl en
espermatozoides de verracos de diferente raza fue muy amplia. La diferencia’
estadistica encontrada fue solamente en la comparacion entre las razas Landrace y
Duroc. Sin embargo, esta diferencia se encontrd a nivel centesimal (Diferencia Minima
significativa 4.67 y Diferencia Entre Medias 4.66) lo cual indica que otros factores

independientes de la raza, pudieron estar involucrados para que se presentara esta
diferencia. |
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9.5. Efecto de la edad de los verracos en la reaccion acrosomal.

No se encontré una correlacion entre la edad de los verracos SPR con los
promedios de RAE (r = 0.01) y RAI (r = 0.34) (figura 6). Tampoco se encontré una
correlacion entre la edad de los verracos CPR, con los promedios de RAE (r = 0.15) y
RAI (r = 0.20) (figura 7). Los valores de “r’ determinados, mostraron una clara tendencia

a cero, indicando que no existié una correlacion entre estas variables.
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Figura 6. REACCION ACROSOMAL EN ESPERMATOZOIDES DE VERRACOS DE DISTINTAS
EDADES, SIN PROBLEMAS REPRODUCTIVOS
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9.6. Efecto del tiempo de conservacion del semen en la reaccion acrosomal.

El valor de “r’ determinado al correlacionar las horas de conservacion del semen
de verracos SPR con los promedios de RAE (r = 0.07) y RAI (r = 0.27), no mostraron
una interaccion entre estas variables (figura 8). De igual manera, al correlacionar las
horas de conservacion del semen de verracos CPR y los promedios de RAE (r = - 0.30)

y RAI (r = 0.09), el valor de “r’ no mostré una interaccion entre estas variables (figura 9).
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FIGURA 8. REACCION ACROSOMAL EN ESPERMATOZOIDES DE VERRACOS SIN PROBLEMAS
REPRODUCTIVOS, CON RESPECTO A LOS TIEMPOS DE CONSERVACION DEL SEMEN
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Figura 9. REACCION ACROSOMAL EN ESPERMATOZOIDES DE VERRACOS CON PROBLEMAS
REPRODUCTIVOS, CON RESPECTO A LOS TIEMPOS DE CONSERVACION DEL SEMEN
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9.7. Correlacion entre la motilidad espermatica y la reacciéon acrosomal.

Los porcentajes de motilidad espermatica en las muestras de verracos SPR, no

estuvieron correlacionados con la RAE ( r = 0.14) y RAIl (r = - 0.04) en este grupo (figura

10). De igual manera, no se encontré una correlacion con los promedios de RAE (r =

0.17) y RAI (r = 0.07) determinados en espermatozoides de verracos CPR (figura 11).
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Figura 10. REACCION ACROSOMAL EN ESPERMATOZOIDES DE VERRACOS SIN PROBLEMAS
REPRODUCTIVOS, CON DIFERENTE MOTILIDAD ESPERMATICA
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9.8. Efecto del tipo de alojamiento en la reaccién acrosomal.

Al determinar si el tipo de alojamiento de los verracos, influyé en los porcentajes

de RA no se encontraron diferencias entre los valores de RAE (P > 0.05) (figura 12) y

RAI (P > 0.05) (figura 13).
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9.9. Efecto del propdsito zootécnico de los verracos en la reaccion acrosomal.

Por ultimo, no se encontré que el propésito zootécnico haya influido en los
valores de RAE (P > 0.05) (figura 14) y de RAl (P > 0.05) (figura 15) determinados en
cada grupo formado segun el proposito zootécnico ( producir cerdos para pié de cria 6

producir cerdos destinados a la engorda).
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Figura 14. REACCION ACROSOMAL ESPONTANEA EN ESPERMATOZOIDES DE VERRACOS CON
DIFERENTE PROPOSITO ZOOTECNICO, SIN Y CON PROBLEMAS REPRODUCTIVOS @
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Figura 15. REACCION ACROSOMAL INDUCIDA EN ESPERMATOZOIDES DE VERRACOS CON
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10. DISCUSION.

10.1. Evaluacion espermatica basica.

Los factores que influyen en los verracos alterando la produccion y calidad
espermatica pueden clasificarse en: Enddgenos (genética, edad, tamario testicular, etc.)
y exogenos (temperatura ambiental, nutricion, frecuencia de eyaculado, etc.) (Levis,
1999). Por tal motivo, es importante tratar de identificar hasta que grado pueden alterar
la calidad espermatica. Sin embargo no es factible evaluar todos por los recursos y el
tiempo requerido. A pesar de ello, en las granjas con centros de IA y en los centros de
producciéon de semen, se ha tratado de determinar la capacidad fertilizante de cada
eyaculado ¢ dosis conservada, para decidir su utilizacion. Bonet et al. (19939)
. reportaron que la concentracion, motilidad, viabilidad y morfologia espermatica normal,
son los principales indicadores, para decidir la utilidad de cada eyaculado y/o dosis

conservada,

Es importante destacar que Ila técnica basica de evaluacion espermatica solo
proporciona la informacién esencial para tomar decisiones sobre el uso de los
eyaculados y/o dosis seminales conservadas. Esto es evidente en este trabajo, ya que
las dosis seminales de verracos SPR y aun de verracos CPR estuvieron dentro de los
parametros de uso que Rillo et al. (1996) describen. Sin embargo, las muestras de
verracos CPR fueron clasificadas en este grupo por sus antecedentes de baja fertilidad
y/o prolificidad. Es evidente que estos datos no solo son efecto de los verracos, por lo
que se sugiere utilizar técnicas que permitan predecir la capacidad fertilizante de los

espermatozoides.

En casos muy evidentes como el encontrado en espermatozoides de un verraco
CPR, con incidencia del 45% de gota citoplasmica, por si mismo puede explicar el
problema. Bonet et al. (1993?) describen que el incremento de espermatozoides con
gota citoplasmica en un eyaculado, es un indicador de estrés por agotamiento de las

reservas espermaticas epididimarias en animales sometidos a un intenso trabajo o
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frecuencia de eyaculado. Entonces, al ser espermatozoides inmaduros, no tendran un
desarrollo fisiologico que les permita llevar a cabo la fertilizacidn. En este trabajo, no se
~encontraron diferencias al comparar la evaluacion espermatica basica entre los grupos
de verracos. Por lo anterior, se sugiere al igual que Flowers (1998°) que la evaluacién

espermatica basica, no es suficiente para identificar eyaculados de verracos CPR.

Por otra parte, al igual que Alexopulus et al. (1996), no se encontraron
diferencias al comparar la motilidad espermatica en dosis seminales conservadas hasta
por 24 horas, periodo dentro del cual fueron conservadas la mayoria de las muestras
estudiadas en este trabajo. Tampoco se encontré una correlacion entre la motilidad
espermatica y la RA. En contraste, Flowers (1997), reportd que la motilidad
espermatica, esta estrechamente relacionada con tasas de penetracion in vitro y tasas

de fertilidad y prolificidad in vivo de los cerdos.

La concentracion espermatica de las dosis, no influyd en los promedios de RA
determinados, tal como lo reportaron Pérez et al. (1991) al encontrar que en dosis de
“.semen conservadas por 24, 72 y 120 horas, los promedios de espermatozoides con
acrosoma normal fueron significativamente mayores en tasas de dilucién entre 1.8 y
1:11, que en tasas menores o mayores a este rango, ya que todas ellas , como ya se

describid fueron diluidas y conservadas en una misma concentracion.
10.2. Lareaccién acrosomal espontanea como indicador de fertilidad.

En el presente trabajo, no se encontraron diferencias al comparar la RAE en
espermatozoides de verracos SPR y CPR, lo cual puede indicar que bajo las
condiciones de este trabajo, la RAE en esta especie no es una herramienta que ayude
a identificar eyaculados de verracos CPR. El no encontrar una asociacion entre estas
variables, posiblemente se debid a que las muestras analizadas fueron conservadas por
lo menos 13 horas antes de ser analizadas en conjunto con los componentes del

diluyente y el plasma seminal, el cual contiene factores descapacitantes (Bonilla ef al.
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1996). Lo anterior pudo interferir igualando dicha variable entre los grupos. Sin
-embargo, no se encontrd correlacion entre el tiempo de conservacion espermatica

dentro de el cual fueron analizadas las muestras y los promedios de RAE determinados.

En contraste, Berger y Parker (1989), reportaron que existe una correlacion entre
los porcentajes de RAE en espermatozoides recién eyaculados de verracos fertiles, con
la capacidad de fertilizacion in vivo, encontrando que en verracos subfértiles, la RAE
estaba incrementada, con respecto a la determinada en espermatozoides de verracos

fértiles.

Por otra parte, Holt et al. (1997), en cerdos encontraron una asociacion entre
altos tamafnos de camadas y una baja frecuencia de RAE en los espermatozoides de
las dosis utilizadas en la IA respectivamente. En espermatozoides humanos de
‘pacientes con infertilidad inexplicable, Esteves et al. (1998), determinaron altas tasas de

RAE, considerandolas como anormales.
10.3. Evaluacion de la reaccion acrosomal inducida.

Los resultados mas sobresalientes de éste trabajo indican que en los
espermatozoides de verracos CPR, la RAI in vitro con progesterona, es inferior a la que
vse induce en espermatozoides de verracos SPR. Lo anterior, sugiere que en los
verracos CPR existen factores a nivel celular y/o bioquimico que alteran o impiden el

que se lleve a cabo el proceso normal de RA.

Aunque este fue el comportamiento general, se encontraron cinco casos en los
cuales los indicadores en los registros de produccion, no mostraron antecedentes de
problemas reproductivos. Sin embargo, la RAl en espermatozoides de éstos, fue inferior
- a la inducida en muestras de verracos sin estos antecedentes y semejante a la RAl en
espermatozoides de verracos CPR, lo cual se pudiera atribuir al rango de error de esta

prueba.
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Se observo que el promedio de RAlI en espermatozoides de verracos SPR, fue
(10%) inferior al reportado por Bonilla et al (1994) (19%) quienes también utilizaron
progesterona para inducir la RA y al encontrado por Berger y Parker (1989) (27%)
quienes utilizaron ZP homologa como inductor de la RA. En los tres casos, la RA fue
inducida después de un periodo de 4 horas de capacitacion en espermatozoides de

verracos fértiles.

La diferencia entre los promedios de RAl determinados en este trabajo y los de
otros autores (Bonilla et al. 1994, Berger y Parker 1989), probablemente se debio a la
presencia de factores descapacitantes presentes en el plasma seminal descritos por
Bonilla et al. (1996) aunado al efecto de los componentes del diluyente para conservar '
los eyaculados antes de ser analizados. Lo cual indica que estos factores interfirieron
en el proceso de capacitacion y por tanto también de RA. Por otra parte, debido a que
la ZP es el inductor natural, es probable que el incremento en el promedio de RAI, se
" deba al uso de ésta como inductor de la RA in vitro. Explicando asi las diferencias de

los resultados obtenidos entre estos trabajos.

Aunque la RA puede ser inducida por medios fisiologicos (fluido folicular ) 6
fisicos (bajas temperaturas a 4°C), en ambos casos el proceso sigue las mismas rutas o
senales de transduccion (Henkel et al. 1998). Lo anterior puede indicar que el manejo
de las dosis de semen conservadas influye en los promedios de RA. Sin embargo,
como ya se describidé en los parrafos anteriores, los promedios de RAI podran ser

diferentes dependiendo del inductor.

En ofras especies, Meyers (1996), encontré valores de RAlI menores en
espermatozoides de caballos subfértiles € infértiles, comparados con muestras de
caballos fértiles. Por otra parte, Centola et al. (1997), al comparar la RAl después de
cuatro horas de capacitacion en espermatozoides de hombres con problemas de
fertilidad encontraron valores inferiores con respecto a los de espermatozoides de

hombres sin estos problemas. Chavarria et al. (19972) encontraron que en hombres el
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porcentaje de espermatozoides que completa el proceso de capacitacion y RA en
pacientes con problemas de fertilidad, es significativamente menor que el determinado
en pacientes sin éstos problemas. Los trabajos anteriores, concuerdan con los
hallazgos del presente estudio. Por lo anterior, podemos afirmar que la evaluacion
espermatica revela diferencias en la funcidon celular entre eyaculados de animales
fértiles & infértiles 6 subfértiles, pudiendo entonces sugerir que la evaluacion in vitro de

la RA puede ayudar a identificar animales CPR.
10.4. Influencia genética y ambiental en la reaccidén acrosomal.

No se encontré una relacion entre las caracteristicas geneticas 6 edad de los
verracos con la RA a pesar de haber analizado espermatozoides de verracos con
diferente linea genética y con un amplio intervalo de edades (9 a 60 meses), aunque se
sabe que la genética y edad de los verracos, influyen en la calidad y produccion
espermatica (Levis, 1999).

Kunavongkrit (1990) concluyd que en Tailandia las estaciones del ano con
temperatura alta (Abril - Mayo), afectan la espermatogénesis causando degeneracion
testicular, que se refleja en la baja eficiencia de produccion espermatica de los
verracos. En este trabajo, no se observd que esta variable influyera en los valores de
RA determinados en espermatozoides de verracos alojados en intemperie,
probablemente se debid a que el clima de la region geografica en la cual se
encontraron, no es tan variable 6 extremo. Por otra parte, en los verracos alojados en
confinamiento, este tipo de instalaciones les proporciona una temperatura estable tanto
a lo largo del dia como en diferentes épocas del afno, permitiendo de esta manera que

no se presenten los problemas descritos por el autor.




Sin embargo Levis (1999), reporta que los verracos alojados en confinamiento, y
en si, las caracteristicas generales de las cuadras y el ambiente social (ausencia de
hembras) puede afectar en forma importante la produccion y liberacion espermatica.
Reflejandose en un incremento de la RAE debido a el tiempo de conservacion de los

espermatozoides en el epididimo (Yanagimachi, 1994).

Por otra parte, Levis (1999) reportd que verracos seleccionados para aumentar
niveles de crecimiento magro (engorda) presentaban testiculos mas pequerios a los 160
dias de edad que los de una linea testigo, encontrando también que la masa
parenquimatosa de los testiculos, es el factor mas importante que contribuye a la
variabilidad en la produccién diaria de esperma. En este trabajo al intentar determinar Ia
influencia del propdésito zootécnico de cada verraco en la RA, no se encontraron
diferencias en los porcentajes determinados en cada grupo. Sin embargo, se cuestiona
que la fisiologia espermatica de los verracos con el proposito de producir cerdos para
engorda, sea similar a los reproductores de cerdos para pié de cria. Lo anterior, basado
en que la distribucién celular de la grasa y en particular del colesterol en animales de
engorda sera homogénea. Por lo tanto la membrana espermatica al presentar mayores
concentraciones de colesterol membrana tendra una mayor estabilidad (Brucker y

Lipford, 1995) lo cual probablemente le impedira llevar a cabo el proceso de RA.
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1.

CONCLUSIONES.

- Los indicadores de |a evaluaciéon espermatica basica ayudan a decidir la utilidad
de los eyaculados y/o dosis seminales conservadas, sin embargo no son
suficientes para identificar mediante el eyaculado verracos CPR, por lo que
requiere ser complementada con otras técnicas que identifiquen la capacidad

fertilizante de los espermatozoides.

- Los espermatozoides de verracos con CPR, presentaron un impedimento

celular y/o bioquimico para realizar el proceso normal de RA ante un inductor in
vitro.

- Los promedios de RAI determinados in vitro, pueden explicar parcialmente los
problemas reproductivos en verracos con baja fertilidad y/o prolificidad, por lo que

la RA, puede ser una herramienta que ayude a identificar verracos CPR.
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12. ANEXOS.

Anexo 1. Medio TALP-Hepes, para el lavado y capacitacion de
espermatozoides

COMPONENTES DEL MEDIO TALP-H

los

Componente. PM. mg / 100 ml. mM final.
KClI 74.55 23 3.1
NaCl 58.44 584 100
NaH; PO4.H,0O 137.99 4 0.29
Hepes. 238.30 238 10
NaHCOs 84.01 210 25
Lactato de Na. 60% 0.308 mi 216
Rojo fenol. . 1 _
CaCl,.2H,0 147.02 31 2.10
MgCl,.6H,0 203.30 30 1.5

Fuente: Betancourt et al. 1993.
Aforar a 100 mi con agua desionizada.
Observaciones:
1.- Adicionar CaCl,.2H,0 y MgCl,.6H20 al final.
2.- Ajustar el pH a 7.4 con NaOH 6 HCI.
3.- Ajustar osmolaridad a 290 —300 mOsm/kg con NaCl (Millipore-GV®).
4 - Esterilizar por filtracién, con filtro 0.22 um.
5.- Suplementar el dia de uso con:
_ Piruvato de sodio 1 mM ( 40 pl del stock/ml de medio).

_ Albumina Serica Bovina fraccion V (BSA) 6 mg/ml de medio.

6.- Mantener en refrigeracion
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Anexo 2. Soluciones.
- Soluciéon Amortiguadora de Fosfato pH 7.4 (PBS)

COMPONENTES DEL PBS.

Componente. g /1000 ml. g/ 100 ml.
NaCl 8.0 0.8
KClI 0.2 0.02
Na;HPO4.7H20 1.15 0.115
KH2PO4 0.2 0.02
Agua desionizada. Cbp Cbp

- Solucién Salina 0.157 M.

915 mg de NaCl / 100 ml. de agua desionizada.

- Piruvato de Sodio 25 mM.

27.5 mg / 10 ml. de solucién salina.

- Fluorocromo Hoechst-33258.

100 pg de Hoechst-33258 / 1000 ul de PBS.

- Progesterona.

0.0067g de sdlido con500 pg de progesterona / 1000 ul de PBS.

- Polivinilpirrolidona-40 al 2%.

2 g de substanciaen un volumen final de 100 ml. de PBS.

- Lectina. PSA-FITC.

Al recipiente con 2 mg de lectina, se adicionaron 2 ml de PBS para tener una
solucion de 1ug de lectina / ml. Se tomd una alicuota de 200 pl de esta, y se

adicionaron 800 pl de PBS para tener una concentracion final de 200 ug / mi de
PBS.
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ANEXO 3. Reactivos.

Progesterona.- SIGMA cat. P-7556 Progesterone-Water Soluble.

76.0 mg de progesterona /g de soélido (HPLC).

Hoechst-33258.- SIGMA Cat. B-2883. BisBENZIMIDE.
Hoechst-33258 Trihidrochloride.

Lectina FITC.- SIGMA Cat. L-0770 (Pea) FITC labeled.
Lectina de Psillum sativum.

BSA Fraccion V.- SIGMA Cat. A-4503
Albumina bovina Fraccion V.

HEPES.- SIGMA Cat. H-9163 PM. 238.3

Lactato de Sodio.- SIGMA Cat. L-1375. DL-Lactic Acid. PM. 112.1

Piruvato de Sodio.- SIGMA Cat. A-1682c Grado reactivo.
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Anexo 4. Resultados de los ANDEVA.

- ANDEVA para comparar RAE en verracos SPR de diferente raza.

GL. SC. CM. Fc. F tablas
0.05 0.01
T 8 47.02792 58785 1.9676 2.17 2.96
E 42 125.4821 2.9877

Ttotal 50 172.51

- ANDEVA para comparar RAIl en verracos SPR de diferente raza.

GL. SC. CM. Fc. F tablas
0.05 0.01
T 8 212.6157 26.577 356 217 2.96
E 42 313.5314 7.465

Ttotal 50 526.1471

- ANDEVA para comparar RAE en verracos CPR de diferente raza.

GL. SC. CM. Fc. F tablas
0.05 0.01
T 7 25.3932 36276 1.0939 3.79 7.00
E 14 46.425 3.3161

Ttotal 22 71.8182

- ANDEVA para comparar RAI en verracos CPR de diferente raza.

GL. SC. CM. Fc. F tablas
0.05 0.01
T 7 23.2046 3.3149 0.8036 2.77 4.28
E 14 57.75 4.125

Ttotal 21  80.9546
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Anexo 5. Analisis de coovarianza con diferente nimero de repeticiones para
determinar el efecto del propdsito zootécnico de los verracos sobre:

La reaccién acrosomal espontanea.

GL. SC. CM. Fc. F tablas.

0.05 0.01
T 3 -19.56 -6.5201 -15693 2.76 413
Proposito 1 7.5045 7.5042 1.8062 4.00 7.08
Problema 1 5.1793 51793 1.2466 4.00 7.08
PXP 1 -32.2442 -32.2442 -7.7607 4.00 7.08
Se 69 286.6837 4.1548
T 72  249.1233

La reaccién acrosomal inducida.

GL. SC. CM. Fc. F tablas.
0.05 0.01
T 3 25.0505 8.3502 0.5972 2.76 4.13
Propésito 1 0.3333 0.3333 0.0238 4.00 7.08
Problema 1 342.4094 3424094 244912 4.00 7.08
PXP 1 -317.6922 -317.6922 -22.7233 4.00 7.08
Se 69 9646789 13.9809

T 72 989.7294
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Anexo 6. Analisis de coovarianza con diferente numero de repeticiones para
determinar el efecto del tipo de alojamiento de los verracos sobre:

La reaccidén acrosomal espontanea.

GL. SC. CM. Fc. F tablas.

0.05 0.01
T 3 - 3.4928 -1.1643 0.0005 2.76 413
Alojamiento 1 6.1256 6.1256 -0.0029 4.00 7.08
Problema 1 3.5756 3.5756 -0.0017 4.00 7.08
AXP 1 -13.194 -13.194 -0.0064 4.00 7.08
Se 69 -141671.7012 -2053.213
T 72  -141675.194

La reaccion acrosomal inducida.

GL. SC. CM. Fc. F tablas.
0.05 0.01
T 3 -179.4283 -59.8094 -3.5583 276 413
Alojamiento 1 0.194 0.914 0.0544 4.00 7.08
Problema 1 335.7203 3357203 19.9737 4.00 7.08
AXP 1 -516.0626 -516.0626 -30.7032 4.00 7.08
Se 69 1159.7571 16.8081

T 72  980.3288
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