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DETERMINACION DE MORFOANOMALIAS DEL SEMEN
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Comparison between two techniques for determination of morphoanomalies in
pig semen
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RESUMEN

Se estudiaron las morfoanomalias de la cabeza del nemaspermo mediante comparacion
entre la acrosomia y el espermiograma de semen porcino en 59 eyaculados de
sementales cubanos CC21, Yorkshire y L35 del Centro de Procesamiento de Semen
Porcino del Instituto de Investigaciones Porcinas. En los eyaculados evaluados por la
técnica de acrosomia se encontrd entre 72 y 98 % de acrosomas normales; mientras que
cuando fueron evaluados por la técnica de espermiograma, los acrosomas normales
estuvieron entre 97 y 100 %. Las anomalias que se presentaron con mas frecuencia al
aplicar ambas técnicas fueron acrosoma perdido, perdiéndose y dafiado. Se observaron
diferencias (P<0,01) en el diagnostico de anomalias de la cabeza de los acrosomas. Se
concluyé que la acrosomia ofrece alta precision, es rapida, econémica y de facil
manipulacion, por lo que se recomienda su inclusion en el andlisis de rutina de la
calidad seminal en ganado porcino.

Palabras clave: cerdos, contrastacion de semen, acrosomia, espermiograma,
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ABSTRACT

Morphoanomalies of nemasperm head were studied by comparing acrosomy and
spermiogram of pig semen in 59 ejaculates from Cuban CC21, Yorkshire and L35 studs
from the centre for processing pig semen, Swine Research Institute. Normal acrosome
found by the acrosomy technique oscillated between 71 and 98 % of examined
ejaculates, and when these same samples were evaluated by the spermiogram
procedure determined that normal acrosome were between 97 and 100 %. More
frequent anomalies found in both techniques were loss, losing and damaged acrosome.
There were significant (P<0.01) differences between both methods in favor of the
acrosomy technique for diagnosis of head anomalies. It was
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concluded that this technique offers high precision, is fast, economical and of easy
handling, and therefore it should be recommended for routinary analysis of semen

quality in pigs.

Key words: pigs, semen contrasting, acrosomy, spermiogram, acrosomes, sperm

morphoanomalies

INTRODUCCION

La inseminacion artificial en el
ganado porcino ha evolucionado
considerablemente en los Gltimos afios,
lo que ha permitido obtener Optimos
resultados de fertilidad y prolificidad
(Garcia et al. 1989; Martin-Rillo 1989,
Wyt 2007). No obstante, la capacidad de
discernir entre eyaculados fértiles e
infértiles para clasificar a los
sementales segun el grado de calidad
seminal, constituye uno de los
principales problemas actuales. Al
respecto, se ha investigado sobre
nuevas técnicas de contrastacion
seminal (Martin-Rilloetal. 1996).

En condiciones de produccién
comercial, la determinacion de la
motilidad de los espermatozoides es
una técnica rutinaria para la evaluacion
del semen de cerdos (Shipley 1999).En
Cuba, en cualquier laboratorio de
inseminacién artificial se comprueban
de forma rutinaria indicadores tales
como la motilidad, el volumen y la
concentraciéon espermatica del
eyaculado, y mensualmente se realiza
un andlisis individual de los verracos en
explotacion, que incluye ademas de los
indicadores antes sefialados, la
determinacion de morfoanomalias

espermaticas a través del
espermiograma (Del Toro et al. 1995).
Resulta oportuno destacar que en
algunas ocasiones, una fertilidad
reducida estd asociada con
anormalidades seminales que no
pueden detectarse por estas técnicas
empleadas en el examen rutinario. En
este sentido, un verraco con evaluacion
normal puede ser subfértil. Por ello, es
necesario utilizar otras pruebas, como
sefialan algunos autores (Flowers
1997, Grabo 1997 y Garcia Rubalcava
et al. 1998), que permitan predecir con
la méxima precision, rapidez y
economia  posible, la capacidad
fecundante del eyaculado.

El objetivo del presente trabajo
consistio en validar la técnica de
acrosomia para su uso en Cuba en los
laboratorios de procesamiento de
semen porcino en el analisis de rutina de
lacalidad seminal.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se desarrollo
en el laboratorio del Centro
de Procesamiento de Semen Porcino,
del Instituto de Investigaciones
Porcinas, durante un trimestre.

Se evaluaron 59 eyaculados
de sementales porcinos de las razas

CC21, Yorkshire, y L35 con edades
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comprendidas entre 9y 12 meses. No se
considero el efecto del genotipo, pues se
ha demostrado que no afecta los
pardmetros seminales porcinos
(Kommisrud et al. 2002). La
tecnologia de alimentacion y manejo
para la explotacién de sementales se
sigui6 de acuerdo con los
procedimientos descritos en el Instituto
(1P 1998, 2001). Otros detalles
relacionados con el manejo fueron ya
descritos (Rueda et al. 2006). El
semen se obtuvo mediante el
procedimiento de la mano enguantada
(Hernédndez 1976). Las
morfoanomalias se determinaron por
las técnicas de acrosomia y de
espermiograma.

Se emple6 la técnica de
acrosomia recomendada por Martin
Rillo et al. (1996). Para ejecutarla, se
depositd en untubo de ensayo 1 ml de la
solucién de formaldehido (citrato de
sodio, 2,9 g, formaldehido al 40 %, 4
ml, agua destilada, 100 ml), y se afiadio
entre 0,2 y 0,5 ml de semen, en
dependencia de su concentraciéon. De
esta preparacion se deposité una gota
pequefa entre cubre y portaobjetos, se
dejo reposar unos segundos para fijarla,
se afiadié una gota de aceite de cedro y
se visualiz6 el estado del acrosoma a
partir del aumento en 1000 veces con el
microscopio de contraste de fases. Para
valorar la muestra, se contaron 50
células por eyaculado y se calculd el
porcentaje deacrosomasnormales.

La técnica de espermiograma se
efectu6 como se sefiala en las

recomendaciones cubanas de
produccion porcina (I11P 2001), la cual
consistié en la extensidn de una gota de
semen puro o diluido en un portaobjeto.
A continuacion se fijo el frotis seco
durante 5 min en una solucién de
formaldehido (solucion madre), y
posteriormente se colore6 durante 5
min en una solucién de rosa de bengala.
Nuevamente el material se fijo otros 3
min en una solucion de metanol y
formaldehido, para finalmente colorear
por 3 min en una solucién de azul
victoria saturado. La muestra se
examind al microscopio con lente de
inmersién y aceite de cedro. Para la
lectura del espermiograma se contaron
100 células del frotis y se calculé el
porcentaje de células sanas, con énfasis
en anomalias de la cabeza.

Al aplicar ambas técnicas, para
cada eyaculado evaluado se tuvo en
cuenta la clasificacion del acrosoma de
acuerdo con los distintos estados del
capuchon cefélico (normal, dafiado,
perdiéndose, perdido). El acrosoma se
visualiz6 como si fuera una “ufa”
perfectamente cortada en la parte axial

de lacabeza del espermatozoide.

Los datos fueron procesados
mediante el paquete estadistico de
Harvey (1990), a través de un modelo
de clasificacion simple para comparar
las medias por tratamiento (Steel et al.
1997), con el fin de determinar si las
técnicas evaluadas diferian en el nivel
de deteccion de las distintas
morfoanomalias de la cabeza del
espermatozoide de los cerdos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Del total de eyaculados
evaluados (Tabla 1), la técnica
del espermiograma detecté 11 con
afectacion acrosdmica; mientras
gue la acrosomia hallé 22
morfoanomalias (18,6 y 37,2 %,
respectivamente). Estos resultados
coinciden con lo informado por Martin
Rilloetal. (1996), quienes demostraron
que en mas del 50 % de los eyaculados
evaluados se puede detectar
afectacion del estado del acrosoma
en diferentes grados. También
se encontrd que el rango de acrosomas
normales detectados por los métodos
de espermiograma y acrosomia oscilé
entre 97 y 100 %, y desde 72 hasta
98 %, respectivamente. Estos valores
son superiores a los encontrados
por Martin-Rillo et al. (1998)
y Rozeboom (2001) quienes hallaron
una cifra de 50 %; contrariamente
son  similares a los encontrados
por Flowers (1997) vy por

Larsson y Flowers (citados por
Rozeboom  2001), que describen
valores entre 86 y 90% de acrosomas
normales post recogida.

En cuanto al tipo de lesiones, se
encontraron como las mas comunes:
capuchones perdidos, capuchdn
perdiéndose y capuchon dafiado, en ese
orden (Tabla 2). La técnica de
acrosomia fue mas precisa en la
deteccion de afectaciones con 100, 50
y 100 %, contra 0, 27,2 y 72,7 %
respectivamente, lo cual coincidié con
lo encontrado por Martin Rillo et al.
(1996) y Mirjyn (1997), quienes
hallaron estas anomalias como las mas
frecuentes. Sin embargo, estos autores
no sefialaron en qué porcentaje se
present6 cada unade ellas.

Hubo diferencias (P<0,01) entre
las dos técnicas en la deteccion
de las patologias, la técnica de
acrosomia fue superior en el

Tabla 1. Morfoanomalias en eyaculados normales de cerdos. Rango de acrosomas normales.

Técnica
Espermiograma Acrosomia Total

n 59 59 -
Afectaciones acrosémicas
Positivas
Cantidad 11 22 33
En % 18,6 372 55,9
Negativas
Cantidad 48 37 -
En % 81,3 62,7 -
Rango de acrosomas normales 97-100 72-98 72-100

Tabla 2. Estado del acrosoma de semen porcino. Efecto del método de evaluacion

Cantidad afectada

Por ciento del total

Estado Espermiograma Acrosomia Espermiograma Acrosomia
Perdido - 22 - 37,2
Perdiéndose 3 12 51 20,3
Danado 8 22 13,5 37,2
Total de eyaculados 59 59 100 100
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diagndstico de las diferentes lesiones
encontradas (Tabla 3). Este resultado
coincide con lo informado en otros
trabajos (Bonetetal. 1998, Wysocki et
al. 1998 y Rozeboom 2001), en los
cuales se indica que el examen
morfologico ideal se realiza con
microscopio con contraste de fase, ya
que permite mejor distincién de las
membranas del espermatozoide y por
consiguiente mayor precision en la
evaluacion y confiabilidad en los
resultados. Se encontro que el
porcentaje de acrosomas normales fue
mayor cuando se usé la técnica del
espermiograma. Del Toro et al. (1995)
encontraron similares resultados. Sin
embargo, estos autores informaron una
efectividad en la cubricién no
concordante con estos niveles de
calidad, lo cual pudiera explicar una
limitacion en el diagndstico con esta
técnica, precisamente por detectar las
patologias de acrosomas con menor
efectividad.

Segun metodologias descritas
por Gadea (2005), el estudio del
Nucleo del espermatozoide permite
valorar su madurez y estabilidad,
condiciones necesarias para que se

produzca la descondensacion cromo-
somica y la singamia. De ahi la
importancia de establecer el método

mas efectivo para el descubrimiento de
morfoanomalias en el espermatozoide
de los cerdos. Por otra parte, se ha
manifestado la relacion encontrada
entre los problemas de fertilidad y
alteraciones de la estructura del nucleo.
Estas alteraciones del nlcleo han sido
clasificadas como factores
incompensables de la fertilidad, ya que
no es posible mejorarla mediante el
aumento del ndmero de esperma-
tozoides por dosis de inseminacion. Los
espermatozoides de los mamiferos
pueden sufrir una verdadera reaccion
acrosémica consistente en una pro-
gresiva vesiculizacién de la membrana
plasméatica y de la membrana acro-
somal externa con salida del contenido
acrosomal y una falsa reaccion acro-
somica, como consecuencia de la
muerte del espermatozoide y consi-
guiente degeneracion de sus mem-
branas. Durante la realizacion de este
trabajo observamos estos fenémenos
con gran nitidez, especialmente cuan-
do se ejecuto la prueba de acrosomia.

Se puede concluir que la
técnica de acrosomia, tal como

propusieron Martin-Rillo et al. (1996)
y Roca et al. (2004), ofrece alta
precisién, es rapida, econdmica y de
facil manipulacién. De esta forma, se
recomienda su uso en el analisis de

Tabla 3. Comparacion del diagnéstico de las morfoanomalias en el semen porcino por dos
técnicas de evaluacion

Método de evaluacion

E spermiograma Acrosomia Sig
Tipo de afectacion
Perdido 0+ 0,24 1,81 +£0,21 Hk K
Perdiéndose 1,11 £0,20 2,72+0,18 *
Dafiado 1,30 £0,45 2,75+£0,40 ok ok
Total de eyaculados 98,50+ 0,24 85,00 £ 0,21

* P<0,05; *** P<0,001
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rutina de la calidad seminal. La técnica
de espermiograma, no permite un alto
nivel de diagndstico de patologias de la
cabeza del nemaspermo; ademas al
realizarse mensualmente, se pudiera
omitir la deteccidn de trastornos que se
presenten al evaluar el eyaculado de
sementales porcinos.
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