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INTRODUCCION. La inseminacién artificial (IA) con semen conservado en diluyentes de larga
duracion después del quinto dia de almacenamiento a 15-18 °C, resulta en una disminucion en la
tasa de partos y/o del tamafic de camada, aun cuando se mantiene una alta movilidad progresiva
(Althouse, 1997, Conejo ef af, 1997, Johnson ef af, 2000). Con el propdsito de mejorar este
método de conservacion del semen es importante conocer la (s) causa (s) de la disminucion de la
capacidad fertilizante del espermatozoide porcino.

Una de las pruebas ampliamente utilizadas para determinar los posibles cambios en el estado
funcional del espermatozoide (no capacitade, capacitado y con reaccidon acrosomal) es la doble
tincion basandose en clorotetraciclina (CTC) y Hoechst 33258 (Maxwell y Johnson, 1997).
Mediante el ensayo de CTC, Mattioli et al. {1996), detectaron una reduccion del tiempo de
capacitacién en los espermatozoides conservados en BTS durante 1 y 3 dias, con respecto al
semen fresco. Asimismo, se ha observado que los espermatozoides porcinos mantenidos en
solucion Tyrode o en PBS, bajo breves periodos de frio (15 °C, durante 90 min.} presentan
cambios en las membranas espermaticas parecides a la capacitacion y a la reaccion acrosomal
(RA) (Watson, 1996, Maxwell y Johnson, 1997).

Ei presente trabajo fue realizado para determinar el efecto del tiempo de almacenamiento de los
espermatozoides de cerdo en un diluyente de larga duracién a 16 °C, sobre el estado funcional de
la membrana plasmatica, medianie la doble tincién CTC-Hoechst 33258. Adicionalmente se
determind la viabilidad espermatica y la movilidad progresiva.

MATERIAL Y METODO. Se utilizaron cinco verracos adultos y de cada uno se obiuvieron dos
eyaculados. De la fraccidn rica de semen fresco, se tomoé una alicuota de 1 ml para su estudio y
el resto del eyaculado fue diluido en el extensor Reading. El diluyente se preparé segun Revell y
Glossop (1989), a un pH de 6.4, 284 mOsm/kg. Se prepararon dosis de 2.5x10° espermatozoides
en 50 ml, se envasaron en botellas estériles de polietiieno-tereftalato y se almacenaron en una
incubadora a 16+1 °C hasta por 8 dias. El semen diluido fue evaluado despues de 0, 2, 4, 6y 8
dias de almacenamiento. Los parametros en el tiempo 0 fueron considerados basales para el
mismo eyaculado almacenado por 2, 4, 6 y 8 dias. La movilidad progresiva se determind después
de incubar 1.0 m! de semen a 39 °C durante 10 min. Una gota de 20 ul de semen se coloco sobre
un portaobjetos a 37 °C y la movilidad progresiva fue evaluada bajo un microscopio de campo
claro, asignandose porcentajes de 0 a 90.

Para determinar la viabilidad espermatica se utilizé Hoechst-33258, a una concentracion final de 1
ug/ml, segun el procedimiento de Berger (1990). A continuacién se utiiizd la tincion de CTC para
determinar el estado de la membrana plasmatica, de acuerdo con el procedimiento de Fraser y
Herold (1990). Las preparaciones con doble tincion (CTC-H-33258) se analizaron bajo el
microscopio de epifluorescencia (Carl Zeiss), a 1000 aumentos y se determind el estado funcional
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de los espermatozoides de acuerdo con los siguientes patrones de tincién: los espermatozoides
no capacitados, se caracterizan por una fluorescencia distribuida uniformemente en la cabeza; los
capacitados, muestran una fluorescencia concentrada en la regién acrosomal y una banda no
tefiida en la regidon postacrosomal y, los espermatozoides con RA, no presentan fluorescencia en
la cabeza, excepto una delgada banda en la region ecuatonal (Wang et a/ 1995, Johnson et af
1996, Watson 1996, Maxwell y Johnson, 1997). Se contaron como minimo 200 células
espermaticas por preparacion. Las variables de respuesta se analizaron por medio de un andlisis
de varianza mixto, con mediciones repetidas. El nivel de confianza se tomé cuando p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION. El promedio (+ EE) de viabilidad espermatica en el semen fresco
fue del 91+2 % y no difirid del semen diluido (0, 2 y 4 de almacenamiento) {p>0.05). Para el sexto
y octavo dias de almacenamiento la viabilidad descendid de manera significativa (p<0.05) con
respecto al dia 0. La maxima movilidad progresiva (88+1.6 %) se presentd en el semen frescoy la
dilucién {dia 0) no afecté dicha movilidad. Sin embarge, a partir del segundo dia de
almacenamiento la movilidad descendio (p<0.05), llegando a su punto mas bajo (63+1.6 %) al
octavo dia (p<0.0001) (cuadro 1). En conjunto, éstos resultados indican que el diluyente Reading
es capaz de mantener elevada la viabilidad espermatica hasta el final del periodo de estudio y
una movilidad progresiva dentro de los valores limites aceptables. Confirmandose que la
reduccién de la capacidad fertilizante del semen almacenado en Reading después de cinco dias

de almacenamiento, reportada por Revell y Glossop {(1989), no puede ser atribuible a estas
varniables.

Por el contrario, el almacenamiento de! semen a 16 °C indujo cambios en el estado fisiolégico de
las membranas espermaticas. En efecto, en el semen fresco se observd 4107 % de
espermatozoides capacitados y la dilucién del semen (dia 0) o el almacenamiento por 2 dias no
afectaron este porcentaje. Sin embargo, al cuarto, sexto y octavo dias de conservacion hubo un
incremento significativo (p<0.05) y constante en el porcentaje de espermatozoides capacitados,
siendo los valores de 19+£2.5 %, 29+2 9 % y 37+3.3 %, respectivamente. No se encontro efecto de
la dilucién, ni del almacenamiento en la proporcidn de espermatozoides con RA (p>0.05) {cuadro
2). A la capacitacidon espermatica por efecto del tiempo de almacenamiento, proponemos
denominaria capacitacion por almacenamiento, para distinguirla de la capacitacidn por incubacion
in vitro (Yanagimachi, 1994) y de la causada por otros procesos de manipulacién (Maxwell y
Johnson, 1997). Hasta donde sabemos, es la primera vez que se informa de este evento cuando
el semen se almacena bajo ias condiciones descritas. En conclusidn, la conservacién del semen a
16° C en un diluyente de larga duracién (Reading) mantuvo un porcentaje elevado de viabilidad
espermatica y niveles aceptables de movilidad progresiva hasta final del periodo de
almacenamiento, pero, indujo un incremento de la capacitacion espermatica a partir del cuarto dia
(capacitacion por aimacenamiento).

IMPLICACIONES PRACTICAS. Este incremento de la capacitacién espermatica por efecto del
almacenamiento pudiera explicar la disminucién de la capacidad fertilizante del semen porcino
después del quinto dia de almacenamiento. Se sabe que los espermatozoides capacitados, tienen
un periodo de vida mas corto que los no capacitados y a su vez, el de los reaccionados es todavia
menor (Watson, 1996). Asimismo, muchos de los espermatozoides almacenados no son capaces
de sobrevivir en el tracto genital de la hembra por un periodo 12 a 24 h en espera de que ocurra
la owvulacién (Waberski et al, 1994); lo cual podria deberse a que los espermatozoides
capacitados son menos habiles que los no capacitados para adherirse a las células del epitelio
del oviducto y asi prolongar su supervivencia (Fazeli et a?. 1999; Petrunkina et al/ 2001).
Consecuentemente, conforme aumenta la poblacién de células capacitadas y reaccionadas,
disminuira la capacidad fertilizante de un eyaculado y viceversa. Si esto es correcto, el manejo del
semen diluido en Reading, especialmente al sexto y octavo dias de almacenamiento, deberia ser
similar al que sé practica con el semen congelado-descongelado; si esto no es asi, no se
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