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Resumen

Introduccién. El uso de biotecnologias reproductivas ha significado una mejora relevante sobre los parametros
de eficiencia y rentabilidad en la industria porcina. Objetivo. Determinar el estado del arte en el que se encuentra la
biotecnologia aplicada al estudio del semen y la implementacién; en granjas porcinas; de técnicas de reproduccion
asistida como la inseminacién artificial. Desarrollo. En el sector porcino, la fertilidad de los verracos (Sus scrofa
domestica) tiene un efecto significativo sobre la eficiencia general de la reproduccién de las piaras. Aunque hay
métodos objetivos de valoracion precisa de las variables seminales de los verracos, muchas granjas atn contindan
realizando sus evaluaciones de forma subjetiva. Los conceptos bioquimicos que determinan la funcionalidad del
gameto masculino o espermatozoide son molecularmente complejos, sin embargo, pueden conocerse los aspectos
generales de la funcionalidad y desarrollar métodos de manejo del semen que permita el mantenimiento de las
condiciones Optimas de las muestras seminales o dosis de semen utilizadas en inseminacion artificial (IA). Dentro
de la funcionalidad espermadtica intervienen pardmetros cldsicos de volumen, concentracién y movilidad que son
fundamentales para la optimizacion de las dosis seminales producidas por verraco. Los sistemas CASA (Computer-
assisted semen analysis) son una aplicacién biotecnoldgica que desplaza el andlisis subjetivo tradicional del semen
para la valoracién de la calidad, estos aportan grandes volimenes de informacion que han permitido explorar mds en
detalle los eyaculados porcinos. Conclusiones. En las granjas que utilizan la inseminacion artificial, el uso de técnicas
biotecnoldgicas para el andlisis seminal, constituye un valor agregado para el estudio de la calidad del semen y la
optimizacién de dosis seminales producidas.

Palabras claves: eyaculado, reproduccion, verraco, inseminacion artificial.

Abstract

Introduction. The use of reproductive biotechnologies has meant an important improvement of the efficiency
and profitability in the swine industry. Objective. To determine the state of the art in which the applied biotechnology
to semen study and their implementation; in pig farms; of assisted reproductive techniques such as artificial
insemination. Development. In the swine industry, the fertility of boars (Sus scrofa domestica) has a significant effect
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on the overall efficiency of herd reproduction. Although there are objective methods of accurate assessment of the
boar’s semen variables, many farms still carry out subjectively assessments. The biochemical concepts that determine
the functionality of the spermatozoa are molecularly complex, however, the general aspects of functionality can be
known, and semen management methods can be developed that allow the maintenance of the optimal conditions of
the semen doses used in artificial insemination (AI). Within the sperm functionality, classical parameters of volume,
concentration, and motility are involved, which are fundamental for the optimization of the seminal doses produced
by boar. The CASA (Computer-assisted semen analysis) systems are a biotechnological application that displaces the
traditional subjective semen analysis and provides a large data that have allowed us to explore in greater detail the boar
ejaculates. Conclusions. Biotechnological semen processes are a tool for assessing seminal quality and optimizing
seminal doses on farms that use artificial insemination.

Keywords: ejaculate, reproduction, boar, artificial insemination.

Introduccion

El manejo reproductivo es un factor fundamental en cualquier explotaciéon ganadera. La seleccién de verracos
(Sus scrofa domestica) con una fertilidad relativamente mayor es econdmicamente necesaria, tanto para los
productores como para las empresas de venta de dosis seminales. Sin embargo, todavia no se dispone de variables
precisas y objetivas para predecir con exactitud los resultados de fertilidad que se puedan obtener en las granjas.
Existe una alta complejidad en los mecanismos moleculares que determinan las funciones de los espermatozoides
de verraco y se hace complicado la descripcion completa de los mecanismos involucrados.

Se reconocen tres mecanismos en la funcién espermadtica: fuentes de energia extracelular, utilizacién de la
glucosa y la funcién mitocondrial como promotores de la movilidad espermdtica. La movilidad y la morfologia
son los indicadores mds utilizados de la calidad del esperma y son los pardmetros de rutina que se utilizan para
la decisién de aprobacién o rechazo de los eyaculados para su uso en inseminacién artificial (IA) (Flowers, 1997;
Kondracki et al., 2012). La movilidad se ha evaluado tradicional y subjetivamente mediante microscopia de
contraste de fase, sin embargo, existe un andlisis objetivo de semen asistido por computadora (CASA), disponible
para evaluar las caracteristicas de la movilidad de los espermatozoides (Amann & Waberski, 2014). La ventaja de
un andlisis objetivo de la movilidad del semen, ha llevado a un mayor uso de los sistemas CASA para la evaluacion
de la calidad del esperma en mamiferos (Verstegen et al., 2002). Sin embargo, para utilizar el potencial del andlisis
de estos sistemas biotecnoldgicos en los centros de IA, es necesario realizar mds estudios sobre las caracteristicas
especificas del movimiento de los espermatozoides dentro de los eyaculados y cémo estos se correlacionan con la
fertilidad masculina.

El objetivo de esta revision bibliogréfica fue determinar el estado del arte en el que se encuentra la biotecnologia
aplicada al estudio del semen y la implementacién; en granjas porcinas; de técnicas de reproduccién asistida como
la inseminacion artificial.

Método de obtencion del eyaculado

El desarrollo de técnicas para la obtencién de los eyaculados en especies ganaderas, se llevd a cabo de forma
simultdnea con la inseminacién artificial (Bonet et al., 2013) y constituye una condicién obligatoria para las
tecnologias seminales. Todos los métodos deben garantizar la calidad microbioldgica (Althouse et al., 2000) y de
variables espermaticas del semen obtenido (Tejerina et al., 2008). El semen se puede recuperar in vivo o post mortem.
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Los métodos in vivo tienen que ser inocuos para los animales, de f4cil aplicacién y los materiales utilizados deben
ser de menor coste posible (Quirds-Rojas et al., 2018).

En la mayoria de las especies, para recuperar el semen in vivo se utilizan vaginas artificiales (Jiménez-Rabaddn
et al., 2012). Este dispositivo trata de simular artificialmente la estructura genital de la hembra, lo cual permite
recolectar todo el eyaculado de forma limpia y se utiliza en la mayoria de las especies ganaderas (Naughton et al.,
2003), con excepcion de los verracos y gallos.

Para la recuperacion del semen se pueden utilizar hembras que pueden estar en celo o no y maniquies o potros
de monta (Flowers, 2015). Debido a que el personal trabaja cerca del verraco, el corral debe estar disefiado para
permitir multiples sitios de escape fuera del corral si el animal se vuelve agresivo. Deben construirse dos o tres de los
muros perimetrales con una tuberfa galvanizada de 5 cm de didmetro exterior. Esta tuberia debe tener 1 m de altura
y colocarse a intervalos de 0,3 m en el centro. La altura y el espacio (aproximadamente 0,25 m) entre las tuberias,
deben permitir que el personal ingrese y salga facilmente del drea de recoleccién sin tener que abrir o cerrar las
puertas, pero restringir al verraco al drea del corral. El ancho recomendado para este corral de recoleccion es de 1,8
a24 my un largo de 24 a 2,75 m (Tosky et al., 2013). El maniqui de recoleccién debe colocarse de forma estable
en el corral para dicho fin. Las caracteristicas adicionales de los maniquies de coleccién pueden incluir la capacidad
de ajuste de altura (esto es til en verracos jovenes) y algin tipo de soporte en los lados, que permitan al verraco
estabilizar sus patas delanteras durante el montaje y el empuje. Debe proporcionarse una superficie antideslizante
alrededor del maniqui, para que el verraco tenga una base segura durante el montaje y el empuje. El potro de
coleccién se puede colocar en una esquina del corral de monta o con un extremo contra la pared, para que el verraco
pueda dirigirse y mantenerse facilmente alrededor del potro. El corral y el potro de coleccién deben ubicarse lejos de
otros verracos y otras distracciones que desvien la atencién del verraco (Lopez-Rodriguez et al., 2017).

La edad a partir de la cual se puede iniciar los entrenamientos de los machos varia en funcién de la lineas
genéticas y las condiciones de manejo en granja (Broekhuijse et al., 2012). La mayoria de los verracos utilizados
para inseminacion artificial comienzan su rendimiento reproductivo a la edad de 7-8 meses, y alcanzan capacidades
de desarrollo y produccién completas posteriormente (Banaszewska & Kondracki, 2012), pero en general los
verracos se empiezan a entrenar sobre los seis meses (Knecht et al., 2017).

La recuperacién del material seminal en verracos parte de la premisa que esta especie eyacula por la presion
que se ejerce sobre las espirales del pene, y el método que frecuentemente se utiliza recibe el nombre de la mano
enguantada (Awda & Buhr, 2008), en donde se usa doble guante para la obtencién de la muestra (Valverde et al.,
2019e). Durante el proceso, el verraco monta sobre un potro de coleccion o maniqui (Flowers, 2015), la frecuencia
varfa en funcién de la edad del animal. Aunque se han descrito frecuencias de dos recuperaciones/semana (Pruneda
et al., 2005), este ritmo es muy intensivo para algunos verracos y son habituales frecuencias de recuperacion
menores (tres veces/dos semanas). Se ha descrito que una alta frecuencia de recoleccién tiene un efecto negativo
sobre la morfologia y la movilidad de los espermatozoides porque los espermatozoides, se ven obligados a pasar
rapidamente por el epididimo, por lo que no tienen tiempo suficiente para la maduracion epididimaria (Strzezek et
al., 1995). Los verracos recolectados dos veces al dia durante cuatro dias consecutivos, suelen presentar mas gotas
proximales, mds anormalidades en la cabeza y la cola y menor movilidad que los verracos de control recolectados
una vez cada dos dias en el mismo periodo (Pruneda et al., 2005).

La recoleccién de semen ha sido identificada como el punto mds critico para la contaminacién bacteriana
(Goldberg et al., 2013). Previamente a la obtencién del semen, debe limpiarse el diverticulo prepucial para eliminar
residuos de orina y posteriormente, se elimina el primer guante de la mano del técnico de manera tal que le queda el
segundo guante para que realice el procedimiento de recuperacion del semen. Se pueden usar guantes de polivinilo
y deben evitarse los guantes de latex, ya que son téxicos para los espermatozoides (Ko et al., 1989). El verraco
presenta una eyaculacion trifdsica y tiene una duracién que puede sobrepasar los veinte minutos. La primera parte
del eyaculado (~ 25 ml; fase pre-espermadtica) debe descartarse porque presenta una concentraciéon muy baja de
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espermatozoides y puede tener un alto recuento bacteriano (Goldberg et al., 2013). La segunda parte del eyaculado
se le denomina fraccion rica (Ratchamak et al., 2019) (40-100 ml), contiene entre 80 y 90 % de todas las células de
esperma en la eyaculacion, corresponde a la fase que mayor concentracién de espermatozoides y es la que se utiliza
para criopreservar semen. La tercera parte del eyaculado es la fraccién pobre en espermatozoides o post-espermadtica
y es la que aporta mayor cantidad de plasma seminal. Esta fraccidn estd compuesta principalmente por secreciones de
las vesiculas seminales, la préstata, glandulas de Cowper que actian como un tope para el cuello del ttero de la cerda
en condiciones de monta natural y, hacia el final de la eyaculacion, las glandulas bulbouretrales. Esta fase al final
del eyaculado corresponde a una fraccién gelatinosa que se le suele denominar fapioca, que se debe eliminar con el
proposito de evitar una posible aglutinacion de los espermatozoides (Herrick, 1950). Los recipientes de recoleccion
contienen un vaso de precipitados en su interior, cubierto por un filtro que permite eliminar la tapioca.

Es importante mantener las precauciones respecto del manejo de los animales y del semen para no ocasionar
estrés ni disminuir la calidad espermdtica. Durante la extraccién de semen es necesario un conocimiento del
comportamiento sexual de la especie. Se ha observado que la estimulacién sexual previa de los machos, como la
masturbacién previa a montar el maniqui, aumenta la produccién de semen (Levis & Reicks, 2005). Esto tiene una
base fisioldgica, ya que el estimulo previo favorece que la neurohipdfisis descargue oxitocina y esta actiia sobre
la musculatura lisa que rodea a la cola del epididimo, favoreciendo una movilizacién de las reservas hacia los
conductos deferentes. Los verracos que tienen un estimulo sexual parecen completar la recoleccién mds rdpido, lo
que resulta en una mayor cantidad de machos procesados en un periodo de tiempo menor. Ademads, estos verracos
parecen tener un mayor conteo de espermatozoides (Levis & Reicks, 2005).

La estimulacion de los verracos con prostaglandinas (PGF2 ) también se ha estudiado, sin embargo, aparte
del resultado de reducir el tiempo de aparicién del eyaculado y una mayor duracién de la eyaculacién, no se ha
observado ningun efecto en la concentracién espermadtica o la calidad del semen (Estienne & Harper, 2004).

El proceso de obtencion del eyaculado debe ser aséptico en todo momento, ya que al no mantener las
condiciones higiénicas se provocard una contaminacién bacteriana y viral del semen y, consecuentemente, de las
dosis seminales (Althouse & Lu, 2005). Ademds, el pelo que rodea la zona del orificio prepucial debe recortarse,
porque podria provocar contaminacion por bacterias (Althouse et al., 2000). En otras investigaciones se ha descrito
que la contaminacion por bacterias puede causar una disminucién en la calidad del semen por los efectos directos
de estas o por la accidn indirecta de los subproductos bacterianos en los espermatozoides (Sepulveda et al., 2014).

Se debe considerar que las instalaciones en donde se recupera el semen sean seguras para los verracos y los
técnicos y debe permitir el procesamiento rapido y 4gil de muchos verracos (Levis & Reicks, 2005). Otros métodos
que se han desarrollado, son los sistemas automatizados de recoleccién de semen, las cuales han demostrado que
aumentan la cantidad de verracos procesados por colector por hora, sin disminuir la produccién de semen en
términos de concentracion y volumen (Aneas et al., 2008).

El manejo del semen es fundamental para evitar choques térmicos en los espermatozoides de verraco. El
enfriamiento rapido puede causar dafios a los espermatozoides y, por lo tanto, se debe mantener su temperatura
(37-38 °C) durante todo el proceso hasta la preparacion de las dosis seminales que se almacenardn a 17° C (Maes
etal.,2011). Para ello, es fundamental que el material de laboratorio y los equipos a utilizar estén atemperados a 37
°C. Ademas, hay que evitar el contacto del semen con el agua y con la luz directa y hay que extremar las medidas
de higiene durante el proceso de recuperacién y manipulacién posterior del semen.

Factores que influyen en el metabolismo espermatico

El eyaculado contiene espermatozoides y plasma seminal (PS). El PS es una mezcla de fluidos provenientes
de la region caudal del epididimo y las gldndulas sexuales accesorias (Davies et al., 1975). Ademas, el PS esta
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relacionado con los procesos de capacitacién espermdtica, y estimula el sistema inmune femenino, para eliminar
patégenos y tolerar espermatozoides y embriones (Rodriguez-Martinez et al., 2011). La actividad de enzimas
como la y-glutamil-transferasa (GGT) o la fosfatasa alcalina (ALP), esta relacionada con la calidad seminal y la
funcion de la membrana, ambas participan en diferentes procesos metabdlicos durante la maduracion espermatica
(Seligman et al., 2005). En otros trabajos, se ha descrito una baja actividad de ALP en verracos azoospérmicos
(Clements et al., 2010). En los verracos, algunos cambios en la composicién mineral estdn relacionados con la
estacion y el estrés por calor (Murase et al., 2007).

El PS estd compuesto por minerales como el zinc (Zn) o el selenio (Se). El selenio es un componente
estructural de la glutatién peroxidasa (GPx), que protege las membranas celulares contra los efectos adversos de
los peroxidos lipidicos (Pieczyfiska & Grajeta, 2015), preservando asi la integridad estructural de la membrana
plasmitica de los espermatozoides (Wu et al., 1979). También se ha encontrado una correlacion entre el Se y la
preservacion de la integridad de la membrana que se refleja en el aumento del adenosin trifosfato (ATP) en los
espermatozoides, lo que lleva a mejorar el porcentaje de movilidad total y progresiva (Pipan et al., 2017). Se ha
reportado que la espermatogénesis se puede ver afectada por deficiencia de Se en especies como el verraco (Marin-
Guzman et al., 2000), en donde se ha observado disminucién de la concentracién de ATP y aumento en el porcentaje
de espermatozoides inmaduros en verracos alimentados con una dieta de bajo Se (Marin-Guzman et al., 2000).
Niveles altos de Zn mejoran la funcién mitocondrial (Pipan et al., 2017).

En un estudio previo en verracos no se encontré una correlacién entre el Zn en plasma seminal y las
caracteristicas de calidad espermatica, pero se detecté una correlacién negativa con las colas anormales (Lopez-
Rodriguez et al., 2013). El Zn puede proteger a los espermatozoides contra el estrés oxidativo (Colagar et al., 2009)
y se considera un mejor conservador de la funcién mitocondrial, ya que las mitocondrias son el principal sitio de
formacion intracelular de especies reactivas de oxigeno (Guthrie et al., 2008). Tanto el selenio como el zinc se han
asociado con la calidad del semen en humanos, debido a sus propiedades antioxidantes (Bjérndahl & Kvist, 2009),
aunque pueden ser dafiinos por encima de ciertos niveles (Saglam et al., 2015).

Sales inorgdnicas como sodio (Na), calcio (Ca), magnesio (Mg), cloro (Cl) y potasio (K), intervienen en el
mantenimiento de la integridad de la membrana plasmadtica y la presién osmética. Se ha demostrado que el potasio
ayuda a conservar la movilidad de los espermatozoides y, por ello se agrega a varios diluyentes comerciales
(Johnson et al., 2000). El sodio se correlaciona con la morfologia normal de los espermatozoides (Lopez-Rodriguez
etal.,2013). Niveles elevados de hierro (Fe) se correlacionan con un mayor nivel de morfologia espermdtica normal
y espermatozoides vivos después del almacenamiento (Pipan et al., 2017). Debido a que los espermatozoides estdn
sometidos a un mayor estrés oxidativo durante el almacenamiento (Kumaresan et al., 2009), los niveles bajos de Fe
pueden conducir a una menor actividad de la enzimas Fe dependientes como por ejemplo, la catalasa (Massanyi et
al., 2003), lo que podria conllevar a un aumento de la peroxidacién lipidica en los espermatozoides del verraco y
reducir la viabilidad (Martinez-Alborcia et al., 2012).

El cobre (Cu) es esencial para las enzimas como la superéxido dismutasa, que interviene en la proteccion de los
espermatozoides contra los radicales libres de oxigeno (Leonhard-Marek, 2001), sin embargo, las concentraciones
altas de Cu reducen la glucdlisis, que podria explicar la disminucién del potencial mitocondrial que se traduce en
una disminucién de la movilidad espermatica (Pesch et al., 2006).

Los valores 6ptimos de movilidad de los espermatozoides indican el metabolismo activo y la integridad de las
membranas (Johnson et al.,2000). Los diluyentes deben asegurar el mantenimiento de la movilidad y la viabilidad de
los espermatozoides, mediante la amortiguacidn del pH para neutralizar los desechos metabdlicos y la osmolalidad
(Britt et al., 1999). Hay presencia de compuestos que actian como buffer o soluciones tamponadas como el
bicarbonato (HCO,), que se encargan de regular el pH en unos limites adecuados. Por otro lado, en el semen hay
sustratos energéticos como el sorbitol, que es un aztcar alcohdlico que puede penetrar los espermatozoides (Buhr et
al.,2001), la glicerilfosforilcolina o la fructosa, que son utilizadas para la produccion de energia en condiciones de
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aerobiosis o anaerobiosis. Ademds, se ha descrito que la combinacién de glucosa y fructosa sobre el medio mTALP
(modified calcium-free Tyrode’s Albumin Lactate Pyruvate) mejora la movilidad, las reaccién del acrosoma y la
tasa de penetracion de los espermatozoides, lo que aumenta la capacidad de fertilizacion de los espermatozoides
del verraco (Tsujii et al., 2006).

Durante la eyaculacién, los espermatozoides entran en contacto con el plasma seminal, que contiene
concentraciones mds altas de HCO,™ (~ 20 mmol'l"') (Okamura et al., 1985), pero también factores decapacitantes,
principalmente espermadhesinas de las gldndulas sexuales accesorias, que recubren y estabilizan la superficie de los
espermatozoides para prevenir la capacitacion prematura (Topfer-Petersen et al., 2009). A medida que avanzan en
el dtero hacia el oviducto, los espermatozoides tienen que nadar a través de varios entornos cada vez mds ricos en
HCO, (~ 25 mmol-l") (Hess et al., 2005) y los factores de incapacitacién se eliminan gradualmente, lo que permite
la desestabilizacion y la capacitacion de la membrana.

En verracos, se ha propuesto que el plasma seminal puede ser sustituido por un medio de dilucién sin un efecto
perjudicial relevante, sin embargo, estudios han demostrado que el plasma seminal presenta diferentes funciones
para el metabolismo de los espermatozoides (Rodriguez-Martinez et al., 2011); ademds, este contiene una alta
concentraciéon de inositol, asi como de ergotioneina (en verracos y garafiones) (Audet et al., 2004), L-glutatién y
dcido L-ascdrbico, que pueden ser responsables del potencial antioxidante del plasma seminal (Surai & Fisinin,
2015). Adicionalmente, el plasma seminal contiene sustancias antimicrobianas (Ig A), hormonas (andrégenos,
estrégenos, prostaglandinas), proteinas y vitaminas (dcido ascérbico o riboflavina) (Ledesma et al., 2017). Debido
a que algunos constituyentes del plasma seminal son producidos especificamente por algunas glandulas sexuales,
su andlisis puede servir para diagnosticar problemas o disfuncionalidad en alguna estructura glandular en concreto
(Rodriguez-Martinez et al., 2011).

La movilidad de los espermatozoides es ATP dependiente, sin embargo, el ATP también se requiere para el
funcionamiento de las reacciones de la glucdlisis y el ciclo de Krebs y para el mantenimiento del gradiente iénico
de la membrana. Para suplir estos requerimientos energéticos, los espermatozoides utilizan principalmente sustratos
extracelulares, y son capaces de metabolizar monosacdridos (fructosa o glucosa) y otros sustratos extracelulares
como 4cido lactico o aminodcidos. Se ha indicado una correlacién positiva entre concentraciones de ATP en el semen
y el porcentaje de células méviles totales y células progresivas. La interaccion entre la concentracién de ATP y la
movilidad de los espermatozoides de verraco se ha explicado previamente por la cantidad de calcio en las células, que
afecta la movilidad a través de la regulacion de la concentracién de ATP en la célula (Li et al., 2016). La pérdida de la
movilidad puede deberse a una menor produccion de ATP en las células y se ha observado una disminucién en el ATP
como resultado del almacenamiento en diferentes medios de dilucién (Gogol et al., 2009). Esto respalda la hipétesis
que indica que la disminucion en el nimero de células méviles podria estar relacionada con la disminucién en las
concentraciones de ATP como resultado del almacenamiento de semen (Tremoen et al., 2018).

En condiciones de anaerobiosis, el espermatozoide utiliza fructosa o glucosa y mediante la glucdlisis que tiene
lugar en el citoplasma se genera piruvato y dos unidades de ATP (por cada fructosa o glucosa utilizada). Se ha
sugerido que la glucoélisis en la pieza principal es critica para la funcién normal de los espermatozoides (Turner,
2003). Para que la glucdlisis siga funcionando con normalidad en ausencia de oxigeno, el piruvato obtenido
es convertido en 4cido lactico mediante la fermentacion lactica, generando en el proceso NAD+ (nicotinamida
adenina dinucleétido), que se necesita como cofactor en algunas de las reacciones de la glucdlisis. Hay especies
cuyos espermatozoides tienen altas tasas de respiraciéon y no pueden mantener la movilidad celular tinicamente
con la glucdlisis (verraco, garafién), especies con alta respiracion y glucdlisis (bovinos) y otras con esperma que
dependen principalmente de la gluc6lisis (humana) (Cummins, 2009). En aerobiosis, el piruvato obtenido mediante
glicdlisis es oxidado acetil coenzima A, la cual es degradada mediante el ciclo de Krebs (Medrano et al., 2006), en
las mitocondrias, produciendo un balance neto de 36 ATP por cada unidad de glucosa o fructosa utilizada. Esta via
es mas eficaz en la generacion de energia que la ruta anaerdbica.
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Existen una serie de factores que modifican la tasa metabdlica de los espermatozoides, algunos de ellos se
utilizan como estrategias para prolongar el tiempo de vida util. Los factores que modifican la tasa metabdlica
(Tourmente & Roldan, 2015) de los espermatozoides son la temperatura (McPherson et al., 2014), el pH (Davies
et al., 1975), la presién osmética (Smith & England, 2001), la concentracién de espermatozoides (Valverde et
al., 2019f), la luz (Lopez-Rodriguez et al., 2017) y algunos agentes antibacterianos (Maroto-Martin et al., 2010).
La tasa metabdlica de los espermatozoides es mdxima a temperatura corporal, y disminuye cuando se reduce la
temperatura. Cuanto mds baja es la temperatura, menor es la tasa metabdlica, pero en esos casos hay que evitar
otros problemas como por ejemplo, el choque térmico. Si se producen alteraciones del pH se reduce la tasa
metabdlica, pero también la fertilidad de los espermatozoides, por ello, es importante tamponar los medios (Knox,
2016). La concentracién de ATP es directamente proporcional a la tasa metabdlica (Tourmente & Roldan, 2015),
la cual se asocia positivamente con la velocidad espermadtica. Ademads, se ha observado que la testosterona inhibe
el metabolismo espermdtico (Lelono et al., 2019), mientras que los fluidos del sistema reproductor femenino
estimulan el metabolismo (de Catanzaro & Pollock, 2016). Otros componentes que inhiben el metabolismo son el
diéxido de carbono a una concentracion de 5-10 %, asi como la luz, que ademas afecta a la fertilidad.

La energia para el funcionamiento del gameto masculino proviene de dos fuentes: externas y de las reservas
intracelulares. Los principales mecanismos de produccidn de energia a partir de fuentes externas que presentan los
espermatozoides de los mamiferos, se basan en el procesamiento de monosacdridos a través de la via glucolitica y
la posterior metabolizacion a través de la fosforilacion oxidativa mitocondrial (Rodriguez-Gil & Bonet, 2016). Por
otro lado, la principal via de produccion de energia de las reservas internas serd la degradacion de los depdsitos de
glucégeno en glucosa, que luego se procesard en glucolisis y, eventualmente, la posterior fosforilacion oxidativa
mitocondrial. Existen otras fuentes de energia disponibles para los espermatozoides, por lo tanto, los metabolitos
extracelulares como el lactato, el piruvato, el citrato, el glicerol e incluso los triglicéridos, se han informado como
fuentes de energia externas para los espermatozoides de verraco (Jones & Bubb, 2000). Sin embargo, es necesario
el estudio de estos metabolitos como importantes fuentes de energia y un mayor conocimiento sobre el uso de
metabolitos no azucarados en la funcién espermadtica.

Valoracion del semen

La evaluacion de la calidad seminal es importante por motivos de cardcter econémico (Houska et al., 2004),
debido al gran impacto que tiene el macho en la eficacia reproductiva (Robinson & Buhr, 2005) de las granjas,
desde que se utiliza como rutina la inseminacién artificial. Por eso, es importante el manejo reproductivo adecuado
de los machos y la eliminacién de aquellos animales o eyaculados que presentan baja fertilidad. Ademads, es
necesario disponer de técnicas adecuadas para valorar la calidad del semen que haya sido sometido a diversos
procedimientos como, por ejemplo, la crioconservacion (Ratchamak et al., 2019).

La calidad del semen se puede evaluar in vivo o in vitro. Con los métodos in vivo se conoce la fertilidad real
de las dosis, pero las pruebas en campo son muy costosas y, ademads, los resultados no son inmediatos, por lo que
se requiere tiempo para hacer los diagndsticos de gestacion para determinar si las hembras han quedado prefiadas
o el tamafio de camada en especies politocas. Por esta razén, se han desarrollado métodos de valoracién del semen
in vitro; estos métodos son considerablemente mds baratos que las pruebas in vivo y, ademds, los resultados se
obtienen mds rdpidamente. No obstante, los métodos in vitro estiman la calidad, pero no se predice la fertilidad real
(in vivo) de la muestra. La prueba de laboratorio ideal para estimar la calidad del semen in vitro tendria que cumplir
con los requisitos de objetividad, repetibilidad, precisién, rapidez, sencillez y bajo costo (Soler et al., 2017).

En la valoracién de la calidad seminal intervienen factores de tipo intrinseco, que son los que dependen del
macho donador de semen como, por ejemplo, la edad (Knecht et al., 2017), raza (Smital et al., 2004), factores
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genéticos (Lavara et al., 2013) y las patologias (Lopez-Rodriguez et al., 2017), que pueden afectar la calidad del
semen. Los factores extrinsecos como las condiciones medioambientales o factores relativos al manejo de los
animales o del semen, afectan la calidad seminal (Guillette et al., 1999). Dentro de las condiciones medioambientales,
la temperatura (Waberski et al., 2008) y el fotoperiodo (Knecht et al., 2013) son fuentes de variacién importantes.
Como factores de manejo de los animales, la alimentacion (Surai & Fisinin, 2015), la limpieza de las instalaciones
o la forma de realizar la extraccion de semen, pueden influir en la cantidad y calidad (funcional y microbiolégica)
del semen obtenido (Maroto-Martin et al., 2010). Por otra parte, la frecuencia de extracciones (Frangez et al., 2005)
es un factor que también influye sobre la calidad seminal. Ademads, hay factores relativos al manejo del semen y
produccién de dosis seminales que son importantes en la calidad del producto final. El manejo en el laboratorio
referido a la temperatura del material en contacto con el semen, contacto con el agua, la calibracion de los equipos,
la forma de realizar las diluciones, los medios de dilucién utilizados (Valverde et al., 2019a), la temperatura, la
duracién del almacenamiento, el tipo de cdmara de recuento utilizada (Valverde & Madrigal-Valverde, 2019) y la
higiene posterior a la extraccion, son determinantes de la calidad de las dosis seminales producidas (Knox, 2016).

Métodos para evaluar la calidad seminal
Espermiograma clasico

Dentro del espermiograma cldsico se incluyen pruebas macroscépicas y microscopicas sencillas que pueden
realizarse sin necesidad de equipos de laboratorio muy sofisticados. En el Cuadro 1 se muestra la nomenclatura
que se utiliza en los andlisis de semen en funcién de la calidad que presentan los eyaculados para pardmetros
androlégicos (Ax et al., 2016).

Cuadro 1. Nomenclatura de los andlisis de semen (Ax et al., 2016).

Table 1. Semen analysis nomenclature (Ax et al., 2016).

Parametro y criterio de evaluacién Nomenclatura
Volumen

Nada Aspermia
Reducido Hipospermia
Incrementado Hiperespermia
Concentracion

Cero Azoospermia
Reducida Oligozoospermia
Normal Normozoospermia
Incrementada Polizoospermia
Movilidad reducida Astenozoospermia
Viabilidad: todos muertos Necrozoospermia
Espermatozoides anormales: alto porcentaje Teratozoospermia

En la evaluacién macroscépica se realiza una primera observacion de la apariencia general (consistencia y
olor) y el volumen del eyaculado (Rozeboom, 2000). Los eyaculados son de color blanco nacarado (Park, 2013) y
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en muchas especies, excepto el conejo, la opacidad del eyaculado es proporcional a la concentracion espermaética.
Las coloraciones amarillentas indican presencia de orina y el rosado presencia de sangre. No obstante, el semen de
algunas especies como, por ejemplo, el toro, puede tener una tonalidad amarillenta por la presencia de riboflavina
(Kodentsova et al., 2003), la cual no debe confundirse con presencia de orina. El volumen se debe medir con
probetas graduadas o se puede pesar y se indica en ml o ul segiin la especie. El volumen y la concentracién se
utilizan para estimar el nimero de dosis seminales que pueden obtenerse de un eyaculado (Knecht et al., 2017).

Dentro de las pruebas microscépicas se incluyen la concentracion (Kuster, 2005), la movilidad (Cummins,
2009), las morfoanomalias (Soler et al., 2000) y el estado del acrosoma (Tsujii et al., 2006). La concentracién es
el nimero de espermatozoides por unidad de volumen (ml) que hay en el eyaculado y se mide con cdmaras de
recuento celular (Valverde & Madrigal-Valverde, 2019). Al realizar el producto del volumen por la concentracion
se obtiene el nimero total de espermatozoides en el eyaculado, con este valor y en funcién de la concentracion, a
la que se preparen las dosis seminales, se puede estimar el nimero de dosis potenciales obtenidas de un eyaculado
(Knox, 2016). Cuando se preparan las dosis seminales, en funcién del nimero total de espermatozoides méviles,
se debe corregir por el porcentaje de movilidad total.

La movilidad de los espermatozoides es el pardmetro mas utilizado en la evaluacion del semen (Yaniz et al.,
2018). La movilidad es necesaria para el transporte de los espermatozoides en el sistema reproductivo de la hembra
y para atravesar todas las cubiertas del ovocito (Cummins, 2009). La correlacién con la fertilidad no estd del
todo clara, porque este pardmetro es multifactorial, sin embargo, en porcinos se ha observado que si las muestras
presentan un porcentaje de espermatozoides moviles totales inferior al 70 %, tanto la fertilidad como la prolificidad
(Ribeiro et al., 2008) pueden verse afectadas. La movilidad puede evaluarse por métodos subjetivos y poco fiables
o por métodos objetivos, mediante los sistemas CASA (Ydniz et al., 2018). El andlisis subjetivo de la movilidad
considera la movilidad masal (Clemente-Sanchez et al., 2015), que se evalda en semen no diluido y se valora el
nimero, la densidad y la velocidad del movimiento de las ondas o remolinos que se forman en la superficie de la
gota de semen. Cuando no se ven ondas y los espermatozoides no se mueven se asigna un valor cero (categoria
inferior), se van asignando valores hasta el valor mds elevado (categoria 5, segiin la escala), donde se observan ondas
densas y con movimiento muy rdpido. Esta valoracidn se ha utilizado en especies con concentraciones espermdticas
muy elevadas, aunque cada vez mas va perdiendo validez. En la movilidad subjetiva individual, se parte del
semen diluido y se valora la calidad y cantidad de movimiento. Se debe considerar que esta variable depende de la
temperatura, por lo que es necesario evaluar las muestras a 37-38 °C para obtener una mejor estimacion. Se puede
indicar un porcentaje estimado de espermatozoides mdviles totales y mdviles con desplazamiento rectilineo de la
muestra o se puede proponer escalas. La escala (1-4) considera la puntuacién mds baja en muestras con movilidad
muy reducida y la mds alta se corresponde con las muestras que presentan muchos espermatozoides méviles
y con desplazamiento rapido (Brinsko et al., 2011). Los eyaculados aptos deberian presentar mds del 75 % de
espermatozoides moviles y al menos 65 % de espermatozoides con movimiento progresivo (Kaysen et al., 2013).

Analisis objetivo de la movilidad

Los sistemas CASA constituyen una herramienta para la valoracion objetiva de la movilidad espermadtica y
otras variables del andlisis de semen (Gallagher et al., 2018; Yaniz et al., 2018). En estos sistemas, el microscopio
se conecta a un ordenador y se capturan imdgenes por unidad de tiempo a través de una cdmara, las cuales se
analizan posteriormente con un programa informdtico (Amann & Katz, 2004). Para el andlisis de la movilidad, el
programa toma un punto de referencia para cada célula, por ejemplo, el centro de la cabeza o centroide, este punto
se sigue a través de una secuencia de imdgenes (Krause, 1995). El programa busca en la imagen consecutiva la
cabeza del espermatozoide dentro de una zona de probabilidad, que es un circulo de un radio determinado alrededor
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de la cabeza. Este radio o zona de probabilidad se fija en funcién de la distancia mdxima que se espera que un
espermatozoide se desplace en ese periodo y es especifico de cada especie (Boryshpolets et al., 2013).

Después de analizar las imdgenes, el programa estima el porcentaje de espermatozoides mdviles totales,
moviles progresivos, porcentaje de espermatozoides estdticos, lentos, medios o rapidos, de acuerdo con los criterios
de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) (Word Health Organization, 2016). Ademds, el programa también
proporciona una serie de datos de velocidad, ratios, pardmetros que aportan informacién respecto de la amplitud o
de la frecuencia de batida del flagelo, que pueden ser indicadores de la movilidad hiperactivada (Mortimer et al.,
2015). En la Figura 1 se presentan las principales variables de cinética espermatica.

VCL: curvilinear path velocity. LIN (%): Linearity. Indice de linealidad.

Velocidades

Velocidad media del espermatozoide
medida sobre la trayectoria verdadera
punto por punto (pwmys)

Es la proyeccidn bidimensional de la
trayectoria real tridimensional.

VSL: Straight line vefocity.

Velocidad en linea recta entre el incio y el

final de la trayectoria del espermatozoide

(kwm/s). Da informacién a del espacio

neto recorrido por el espermatozoide en
un tiempo determinado.

(VSL/VCL*100).
rayectorias circulares, baja linealidad (VC
SL). Trayectorias rectas, con bajo ALH,
alta linealidad (direccidn general del
movimiento es el mismo gue para V5L)

STR (%): Straightness. Indice de rectitud.
(VsSL/vVAP*100).
Alta si las trayectorias tienen puntos
espaciados a similar distancia y con poco
ALH (VAP similar a VSL).

Baja en trayectorias circulares.

VAR Average pati veinol WOB (%): Wobble. Indice de oscilacién.

(VAP/VCL*100).
s Bajo para trayectorias con gran amplitud
(alto ALH).

Velocidad sobre una trayectoria calculada
By recta (um/s). Trayectoria general del
espermatozoide. Da una indicacion de la
longitud de la trayectoria general del
espermatozoide

Bajo en trayectorias circulares.
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ALH: Amplitude of lateral head
displacement (um). Usada como
aproximacion de la amplitud de la batida
Hel flagelo. Anchura del movimiento lateral
de la cabeza del espermatozoide.

Dance: VCL-ALH mean

BCF: Beat cross frequency (Hz). Numero de
veces que la cabeza del espermatozoide
cruza la direccion general del movimiento
(cada vez que la VCL cruza la VAP).

Otros parametros

Dancemean: (VCL/VSL)*ALH

Otros parametros para dete

Figura 1. Resumen de las variables proporcionados por los sistemas CASA-Mot. Recuperado de Bompart et al. (2018).

Figure 1. Summary of the variables provided by the CASA-Mot systems. Retrieved from Bompart et al. (2018).

Agron. Mesoam. 32(2):662-680, mayo-agosto, 2021 671
ISSN 2215-3608 doi:10.15517/am.v32i2.40628



Valverde et al.: Biotecnologia del semen porcino

Los sistemas CASA también presentan algunas limitaciones respecto de las estimaciones de las trayectorias
(Bompart et al., 2018). Puede haber confusién de trayectorias cruzadas cuando la muestra presenta una alta
concentracion de espermatozoides o particulas de tamaio similar a la cabeza, que se confundan con espermatozoides
estaticos (van der Horst et al., 2018). En el caso de especies con cabezas filiformes como el gallo y debido a que
el sistema utiliza la cabeza como punto de referencia, se presentan problemas con la anchura del flagelo, ya que la
cabeza es muy similar a esta estructura (Garcia-Herreros, 2016). Los resultados obtenidos para una misma muestra,
pueden ser diferentes en funcién del instrumento CASA utilizado (Ehlers et al., 2011), ya que algunos pardmetros
necesarios para la identificacion de la cabeza, o la region de la cabeza que utilizan para reconstruir las trayectorias o
los algoritmos empleados, son diferentes entre sistemas (van der Horst et al., 2018). Ademads, para poder comparar los
resultados entre laboratorios, incluso cuando se utilizan sistemas idénticos, es necesario estandarizar las condiciones
de trabajo entre los laboratorios, ya que los resultados obtenidos pueden variar en funcidn del diluyente utilizado, la
temperatura de captura, la cdimara de recuento (Valverde & Madrigal-Valverde, 2019), la tasa de fotogramas o frame
rate (Castellini et al., 2011; Valverde et al., 2019a) y la dilucién de la muestra (Soler et al., 2017).

Actualmente, se discute sobre la forma en que se estructura el eyaculado y como intervienen los diferentes
conjuntos celulares que lo conforman, mas que el estado global de la muestra seminal (Garcia-Molina et al., 2019).
La estructura subpoblacional del eyaculado en términos de la movilidad y cinética, hace que se conformen diversos
conjuntos celulares con velocidades y progresividades altas, bajas e intermedias (Ramén & Martinez-Pastor, 2018;
Valverde et al., 2019b).

Algunas subpoblaciones presentan caracteristicas de movilidad similares a las de espermatozoides capacitados
o hiperactivados (Rami6 et al., 2008). La informacién aportada por los sistemas CASA-Mot, permite conocer como
se modifican los patrones del movimiento en funcién del tratamiento al que son sometidos los espermatozoides. Los
tratamientos capacitantes modifican el patrén de movilidad, debido a que aumentara el nimero de espermatozoides
hiperactivados (altos valores de ALH y VCL y baja LIN) y disminuird el nimero de espermatozoides no
hiperactivados que se reflejan en trayectorias relativamente regulares con baja ALH (Garcia-Molina et al., 2019).

Los estudios futuros de la distribucién de subpoblaciones en los eyaculados, deberian considerar diferentes
enfoques con respecto a las especies y/o razas (lineas genéticas seleccionadas), la fuente de las muestras (epididimo,
semen en plasma seminal, espermatozoides diluidos en diluyentes comerciales, sexados o seleccionados por
gradientes), el tipo de almacenamiento (enfriado o criopreservado) y aplicacién (vaginal, sonda de inseminacion
intra-cervical, post-cervical o intrauterina). Se podrdn presentar posibles patrones de subpoblacién e interaccién
que aportardn otros significados en cada uno de estos contextos, por lo que la investigacion deberia orientarse a
estudiar estos escenarios (Valverde et al., 2016; 2019c¢; 2019d; Viquez et al., 2020).

Conclusiones

La fertilidad es el pardmetro que determina el éxito reproductivo tanto del macho como de la hembra y es el
criterio econdmico que rentabiliza la actividad porcina en cualquier explotacion.

El manejo de conceptos de biotecnologia aplicada al semen en granja, tales como concentracién, movilidad
total y progresiva, asi como el tipo de sonda utilizada de IA, permite disponer de dosis seminales con una calidad
espermdtica Optima para su utilizacién en esquemas de inseminacidn artificial.

El uso de sistemas CASA ha representado una mejora en la estimacion de las variables espermadticas y ha
permitido optimizar el valor de los eyaculados por macho, a la vez que ha permitido un mayor conocimiento de la
dindmica bioldgica de las subpoblaciones espermdticas en los eyaculados, descartando la idea de este como una
unidad global.
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