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RESUMEN

El objetivo principal de este estudio fue evaluar la calidad espermatica del semen porcino utilizando
tres diluyentes conservantes comerciales (Vitasem®, MR-A® y Androstar Plus®) durante un
periodo de almacenamiento de ocho dias en condiciones controladas en la Granja Santa Inés,
ubicada en la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Machala. Se
empled un diseno experimental completamente al azar con tres tratamientos y tres réplicas por
tratamiento, para evaluar variables como motilidad masal, motilidad individual, motilidad
progresiva, morfologia espermatica y viabilidad celular. Las técnicas utilizadas para la evaluacion
incluyeron tincién eosina para la viabilidad y el analisis con el sistema iSperm® mCASA para la
motilidad y morfologia. Los resultados obtenidos demostraron que el diluyente Androstar Plus®
preservd de manera significativamente mas efectiva la motilidad masal, individual y progresiva,
asi como la viabilidad celular, durante todo el periodo de almacenamiento, alcanzando niveles
optimos de calidad espermatica hasta el octavo dia. El diluyente MR-A® mostré una eficacia
moderada, manteniendo la motilidad y viabilidad hasta el dia cinco, aunque con un declive en la
calidad a partir de este momento. En contraste, Vitasem® present6 una caida notable en la calidad
espermatica desde el tercer dia de almacenamiento, con una disminucion acelerada en la motilidad
y viabilidad. En cuanto a morfologia, no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos, aunque Vitasem® presentd un mayor porcentaje de anomalias espermaticas. Este
estudio concluye que la eleccion del diluyente tiene un impacto crucial en la preservacion de las
caracteristicas funcionales del semen porcino, siendo Androstar Plus® la opcion mas eficaz para
programas de inseminacion artificial a largo plazo. Los resultados obtenidos brindan informacion
clave para optimizar los protocolos de conservacion del semen y mejorar la eficiencia reproductiva

en sistemas de produccion porcina.

Palabras clave: Semen porcino, Diluyentes, Viabilidad celular, Morfologia, Motilidad

espermatica.



ABSTRACT

The primary objective of this study was to evaluate the sperm quality of porcine semen using three
commercial preservative diluents (Vitasem®, MR-A®, and Androstar Plus®) during an eight-day
storage period under controlled conditions at Granja Santa Inés, located at the Faculty of
Agricultural Sciences of the Technical University of Machala. A completely randomized
experimental design with three treatments and three replicates per treatment was used to evaluate
variables such as mass motility, individual motility, progressive motility, sperm morphology, and
cell viability. The techniques used for the evaluation included eosin staining for viability and
analysis with the iSperm® mCASA system for motility and morphology. The results obtained
showed that the Androstar Plus® extender significantly more effectively preserved mass,
individual, and progressive motility, as well as cell viability, throughout the storage period,
reaching optimal sperm quality levels until the eighth day. The MR-A® diluent showed moderate
efficacy, maintaining motility and viability until day five, although with a decline in quality from
that point onwards. In contrast, Vitasem® showed a notable drop in sperm quality from the third
day of storage, with an accelerated decrease in motility and viability. In terms of morphology, no
significant differences were observed between treatments, although Vitasem® showed a higher
percentage of sperm abnormalities. This study concludes that the choice of diluent has a crucial
impact on the preservation of the functional characteristics of porcine semen, with Androstar Plus®
being the most effective option for long-term artificial insemination programs. The results obtained
provide key information for optimizing semen preservation protocols and improving reproductive

efficiency in swine production systems.

Keywords: Pig semen, Diluents, Cell viability, Morphology, Sperm motility.



I INTRODUCCION
La inseminacion artificial (IA) en porcicultura es una de las técnicas biotecnologicas mas
empleadas en la produccion animal, maximizando la eficiencia reproductiva y optimizando la
genética en la industria porcina, este método ha transformado el programa reproductivo al
promover la distribucion de semen de alta calidad, aumentando la sustentabilidad y competitividad
del sector porcino. Un aspecto importante de la IA es la preservacion del semen, donde los
diluyentes cumplen un papel esencial al mantener las condiciones ideales para la viabilidad y

funcionalidad de los espermatozoides.

Los diluyentes no solo extienden el tiempo de vida del semen almacenado, sino que también
aportan estabilidad a la membrana celular, conservan la motilidad espermatica y controlan la
proliferacion microbiana, caracteristicas esenciales para asegurar el éxito de la inseminacion
artificial. Segun un estudio sobre los diluyentes utilizados en porcinos, se han desarrollado distintas
composiciones que buscan mantener estos parametros, no obstante, su efectividad depende de su

composicion quimica y las condiciones de almacenamiento (1).

En la porcicultura, la calidad de los espermatozoides, a lo largo de su preservacion se ve afectado
por distintos problemas vinculados al control de la movilidad, viabilidad y la capacidad fecundante
de los espermatozoides. Estas variables dependen en su gran mayoria, por la eficacia de los
diluyentes conservantes utilizados, aunque, la granja Santa Inés emplea diluyentes conservantes
para conservar el esperma porcino, no se ha realizado un estudio comparativo que permita valorar
que diluyente es el mas apto frente a otras alternativas accesible en el mercado. La ausencia de un
andlisis genera incertidumbre sobre la repercusion efectiva, ademas, se desconoce cual de los
diluyentes utilizados refleja la opcidn mas rentable en relacion de costos y eficacia reproductiva,

lo que podria alterar en la rentabilidad econdmica del proceso de la inseminacion artificial.

Seglin un estudio, las variaciones en la composicion quimica de los diluyentes impactan de manera
directa en la calidad del semen, especificamente en condiciones de almacenamiento a largo plazo,
por lo tanto, elegir un diluyente inadecuado podria generar una disminucion significativa en las
caracteristicas espermatica, afectando la eficiencia de los programas de inseminacion artificial y

provocando pérdidas econdémicas considerables (2)



Abordar esta problematica tiene un efecto directo en la sostenibilidad y competitividad del sector
porcino, por lo tanto, este estudio no solo permitira reconocer el diluyente mas eficiente para la
Granja Santa Inés, ademas, también aportard conocimiento relevante para otras instalaciones de

produccién porcina, fomentando una optimizacion de los recursos y una mayor productividad.

La calidad del esperma porcino preservado es un aspecto fundamental para el éxito de los
programas de inseminacion artificial, por lo tanto, para la rentabilidad de las granjas porcinas. En
la Granja Santa Inés, se emplea diluyentes conservantes para conservar la calidad espermatica, pero
no se ha analizado si esta es la opcion mas eficaz frente a otras alternativas disponibles. Este estudio
es necesario, debido, a que una eleccion del diluyente mas adecuado contribuird a mejorar las tasas
de fertilidad, disminuir costos operativos y optimizar los recursos reproductivos. Ademas, sus
resultados generaran beneficios econdmicos y seran aplicables a otras unidades porcinas,

impulsando un manejo reproductivo mas eficiente y sostenible.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo General

Evaluar la calidad espermatica del semen porcino utilizando tres diluyentes conservantes diferentes
para identificar cudl de ellos preserva de manera Optima las caracteristicas de viabilidad y

funcionalidad espermatica.

1.1.2  Objetivos Especificos:

e Estimar la motilidad espermatica del semen porcino almacenado con cada uno de los
diluyentes.

e Determinar la viabilidad celular y la integridad de la membrana plasmatica de los
espermatozoides en los diferentes diluyentes.

e Examinar la morfologia espermatica de las muestras conservadas con los diferentes

diluyentes.



Il MARCO TEORICO
2.1 Produccion porcina

El objetivo principal de la crianza de cerdos es proveer carne para el consumo humano, siendo esta
una fuente importante de proteina, energia, vitaminas, minerales y micronutrientes, indispensables
para el crecimiento y la salud (3). Para garantizar un desarrollo adecuado de los cerdos, es
fundamental contar con una gestion eficiente y un ambiente controlado. Una ventilacion efectiva,
limpieza regular y un disefio apropiado de las instalaciones ayudan a prevenir enfermedades,
disminuir el estrés y aumentar la produccion. Estos elementos, junto con una correcta distribucion
del espacio y una interaccion social adecuada entre los animales, aseguran un desarrollo eficaz y

sostenible en la produccion de cerdos (4).

La producciéon de cerdos en Latinoamérica es un sector significativo que ayuda a la seguridad
alimentaria y al crecimiento econémico de la zona. Resaltando a Brasil y México como los
principales productores de carne de cerdo, todos los paises de la region participan de manera activa
en esta actividad. Las proyecciones para el sector son positivas, esperandose un incremento del
16% en los proximos diez afios. Este aumento se beneficiara de una relacion positiva entre los
precios de la carne y los granos forrajeros, lo que fomentara ain mas el crecimiento de la

produccion porcina en la zona (5).

Segun la Asociacion Ecuatoriana de Productores de Porcinos (ASPE), datos actualizados muestran
que la industria porcina ha experimentado un crecimiento significativo desde 2009. En Ecuador, la
produccion de carne de cerdo se ha duplicado en la Gltima década, impulsada por el aumento de la
demanda y preferencia de los consumidores por este tipo de carne en comparaciéon con otras
especies. Si analizamos los nimeros, podemos ver que entre 2009 y 2022 la produccion anual pas6
de 90.000 toneladas anuales a 206.000 toneladas, lo que corresponde a un consumo anual per capita
de 11,44 kg para el afio 2022. Del total producido, el 63% proviene de granjas industriales, mientras
que el 37% restante corresponde de 163.000 productores, de estos ultimos, el 94% son pequenos
productores, quienes contribuyen el 8% del PIB agropecuario. Actualmente, la industria porcina
genera de manera directa 80.000 plazas de empleo y 200.000 més de forma indirecta, enfocadas en
labores relacionados con la produccion, comercializacion y elaboracion de productos derivados

como chorizos, jamones y embutidos (6).



De este modo, la porcicultura se ha establecido como una de las industrias mas significativas debido
a su continuo desarrollo. En sus comienzos, esta practica se basaba en técnicas convencionales,
donde los cerdos eran alimentados con los recursos disponibles en su medio. Con el paso del
tiempo, la implementacion de dietas equilibradas, sumada a los progresos en mejora genética, ha
facilitado la optimizacion del uso de nutrientes vitales para asegurar un alto rendimiento
productivo. Estos avances han potenciado la competitividad y sostenibilidad del sector, ajustaindose

a las demandas mundiales de mercado (7).

2.2 Anatomia del aparato reproductor del verraco
2.2.1 Testiculos

En los cerdos los testiculos se localizan dentro del saco escrotal, en la zona perineal. Estas gonadas
tienen un tamafio considerable, midiendo entre 15 a 20 cm de longitud, son de forma ovoidea con
un eje mayor que se orienta en direccion oblicua dorsocaudal (8). Su principal funcién es la de
generar espermatozoides ademas de desempefiar un papel crucial en la actividad enddcrina
mediante la secrecion de testosterona, hormona responsable del desarrollo y mantenimiento de las
caracteristicas sexuales secundarias. Estas incluyen el incremento de masa muscular, desarrollo de
los 6rganos reproductores, asi como la conducta reproductiva, que abarca el deseo sexual. Si se
realiza un corte en seccion transversal del testiculo, se puede apreciar que cada gonada esta rodeada
por la tiinica albuginea, que se asemeja a una fascia, y una tinica vaginal que se divide en visceral
y parietal (9). El parénquima testicular es de un color pardo-rosado, formado por lobulillos que
albergan los tubulos seminiferos, donde se produce el esperma. Los espermatozoides son recogidos
por la rete testis y son transportados a los conductos eferentes, que los conducen a la cabeza del
epididimo. Ademas, hay tejido intersticial, que alberga vasos sanguineos y linfaticos, asi como

nervios (8).
2.2.2 Escroto

Es una bolsa cutanea cuya funcion principal es alojar y proteger los testiculos, el epididimo y parte
de los conductos deferentes. Estd compuesto por varias capas, entre ellas la piel, tinica dartos,
fascias espermaticas y tinica vaginal. Su papel esencial radica en la proteccion y regulacion
térmica, conservando una temperatura entre 3 y 4 °C por debajo de la corporal, lo que resulta
fundamental para garantizar una espermatogénesis 0ptima. La termorregulacion sucede gracias a

la tinica dartos, una capa de tejido fibroelastico situada justo debajo de la piel. Este tejido esta



formado por fibras musculares que tienen la capacidad de contraerse, lo que permite acercar o alejar
los testiculos de la pared abdominal segun las condiciones térmicas. Junto con el plexo
pampiniforme, esta estructura facilita el intercambio de calor necesario para mantener la

temperatura testicular entre 32 y 34 °C (8).
2.2.3 Epididimo

Es una estructura formada por un conducto altamente enrollado, ubicado junto al testiculo. Su
funcion principal es permitir la maduracion de los espermatozoides y, simultaneamente, servir
como su principal sitio de almacenamiento. Se divide en tres secciones: cabeza, cuerpo y cola,
siendo esta ultima la que se conecta con el conducto deferente. Este conducto se une al cordén
espermatico, junto con los vasos sanguineos y linfaticos del testiculo (plexo pampiniforme),

permitiendo el transporte del semen hacia la uretra (9)

2.2.4 Conducto deferente

Es un tubo muscular encargado de transportar los espermatozoides desde la cola del epididimo
hasta la uretra pélvica en el momento de la eyaculacion. Se origina en la cola del epididimo, tiene
un trayecto flexuoso y se posiciona en la parte media de esta estructura. Luego, se integra al cordon
espermatico en el drea subcutdnea medial del muslo y cruza el canal inguinal para ingresar en la
cavidad abdominal. Los dos conductos deferentes convergen en la entrada de la cavidad pélvica,
ubicandose dorsalmente a la vejiga y medialmente a los uréteres, atravesando el istmo ventral de
la prostata. Finalmente, desembocan en el coliculo seminal, en el inicio de la uretra pélvica, sin
fusionarse con el conducto excretor de las glandulas vesiculares. El conducto deferente del cerdo
no muestra las dilataciones conocidas como ampollas del conducto deferente, como si sucede en

equinos y toros (8).
2.2.5 Pene

Es un organo fibroeléstico, adaptado especialmente para la reproduccion. Anatdémicamente, se
divide en tres partes: raiz, cuerpo y glande. La raiz se conecta a la pelvis mediante los musculos
1squiocavernosos e incluye los pilares, que se originan en el arco isquiatico, y el bulbo del pene, el
cual se extiende con el cuerpo esponjoso que rodea la uretra. Ubicado entre los muslos, el pene
presenta una flexura sigmoidea preescrotal o "S" peneana, que se extiende durante la ereccion

gracias a la relajacion del musculo retractor del pene. En su extremo distal, el glande tiene una



forma distintiva en espiral o tirabuzdn, especialmente adaptada para ajustarse al cuello uterino de

la cerda, asegurando asi una transferencia eficiente del semen durante la copulacion (8)

2.2.6 Prepucio

Es una estructura de tejido epitelial y mucosa que envuelve y resguarda la zona libre del pene
durante su estado de reposo. Se compone de dos capas: una interna y otra externa, y posee un
orificio prepucial que permite la exteriorizacion del pene y la expulsion de la orina (9). Una
particularidad en los cerdos es la existencia de un diverticulo prepucial, un saco situado en esta
zona que almacena un liquido de olor fuerte, formado por detritos celulares y restos de orina. Este
diverticulo esta revestido por el musculo prepucial craneal, el cual se contrae durante la ereccion,
liberando su contenido. Este fluido funciona como un lubricante natural durante el proceso de
copula y como un deposito de feromonas, cumpliendo un papel fundamental en la comunicacion

quimica y en la estimulacion de la cerda durante el proceso reproductivo (8).

2.2.7 Prostata

Se encuentra proxima a la union entre la vejiga y la uretra pélvica. Esta glandula tiene dos partes:
un cuerpo, situado externamente a la uretra, y una parte dispersa, que se distribuye a lo largo de las
paredes dorsal y lateral de la uretra pélvica (9). La préstata libera una solucion rica en aminoacidos,
acido citrico y enzimas hacia la uretra pelviana, lo que facilita el movimiento de los
espermatozoides. La secrecion prostatica se expulsa a ambos lados del coliculo seminal a través de

numerosos conductos (8).

2.2.8 Glandulas vesiculares

Estas glandulas, en forma de par y de estructura piramidal, estan vinculadas entre si y ubicadas en
la region dorso-lateral al final de la vejiga urinaria. Desembocan en la uretra pélvica a través de
conductos propios y aportan con su secrecion a la etapa post-espermatica del eyaculado, una fase
que se distingue por una disminucion en la cantidad de espermatozoides. La secrecion vesicular es
alcalina y abundante en fructosa, lo que resguarda a los espermatozoides de cambios repentinos en
el pH y ofrece una fuente de energia vital para su viabilidad y movilidad. Ademas, esta secrecion
incrementa considerablemente el volumen del eyaculado, propiciando las condiciones ideales para

el éxito reproductivo del verraco (8).



2.2.9 Glandulas bulbouretrales

También llamadas glandulas de Cowper, son estructuras glandulares pares situadas dorsalmente en
la zona mas caudal de la uretra pélvica, proximas al arco isquiatico. Estas glandulas se adhieren
posteriormente a la uretra, rodeandola por sus lados, de modo que el transcurso de sus conductos
excretores sigue una direccion posteroanterior (9). Las glandulas estdn bien desarrolladas y se
extienden a lo largo de toda la longitud de la uretra pélvica. Su tarea principal consiste en liberar
una sustancia abundante en mucina que constituye una parte de la fraccion pre-espermatica del
eyaculado. Esta secrecion aporta en la limpieza y lubricacion de la uretra previo a la eyaculacion,
favoreciendo la circulacion de los espermatozoides y aportando a un entorno adecuado para la

fertilizacion (8).
2.3 Espermatozoide

La célula espermatica del cerdo se compone de tres partes: cabeza, parte intermedia y cola. La
cabeza, de forma ovalada, alberga el acrosoma y el nticleo. El acrosoma, ubicado en la zona apical,
es una vesicula que contiene enzimas como la acrosina, arilsulfatasa, 3-N-acetilhexasaminidasa e
hialuronidasa, esta Gltima encargada de descomponer las células que conforman la corona radiada
del 6vulo durante la fecundacion. El nucleo, que ocupa la mayor parte de la cabeza y alberga el
ADN del espermatozoide, esta profundamente condensado y no presenta actividad transcripcional.
Esta compactacion es el resultado de proteinas especificas, conocidas como protaminas, que se

adhieren y vinculan a las cadenas de ADN (10).

En la seccion intermedia de la célula espermatica se encuentra la vaina mitocondrial, un cilindro
formado por mitocondrias que rodean el primer tercio del flagelo y se conectan con el plasmalema.
Su funcidn es proporcionar la energia necesaria para el movimiento del espermatozoide. El flagelo,
o cola, alberga el axonema, es una estructura compuesta por 9 pares de microtibulos periféricos y
1 par central, y es responsable de la movilidad de la célula. La composicion del axonema es distinta

a la de los flagelos presentes en células eucariotas y procariotas (10).

2.4 Espermatogénesis

Es el proceso por el cual se generan los espermatozoides, o sea, las células reproductivas del macho.
Este proceso convierte una célula germinal en un espermatozoide totalmente formado y tiene lugar

en los tiibulos seminiferos, bajo la supervision del eje hipofisis-hipotalamo-testiculo. Una célula



germinal, para transformarse en espermatozoide, atraviesa tres etapas clave: la fase proliferativa,
fase meiotica y espermiogénesis. En la etapa inicial, denominada fase proliferativa, las células
germinales conocidas como espermatogonias experimentan una division por mitosis, lo que
asegura una reserva continua de células precursoras. Las espermatogonias tipo A permanecen como
células madre, en cambio, las de tipo B progresan en el proceso y se transforman en espermatocitos

primarios (9).

La fase meiotica es la etapa que sigue y comienza con la aparicion de los espermatocitos primarios.
Estas células experimentan dos etapas de division celular sucesivas. Durante la primera division
meidtica, se generan dos espermatocitos secundarios, cada uno con la mitad de los cromosomas.
Posteriormente, en la segunda division, los espermatocitos secundarios producen células haploides
denominadas espermatides. Este proceso es esencial, ya que disminuye la cantidad de cromosomas
y favorece la diversidad genética. Finalmente, en la fase de diferenciacion o espermiogénesis, las
espermatides se convierten en espermatozoides maduros. Durante este proceso, el nucleo se
compacta para resguardar el ADN, se forma el acrosoma con las enzimas requeridas para la
fertilizacion, las mitocondrias se congregan en el segmento intermedio para suministrar energia, y
se forma el flagelo que les otorga movilidad. A pesar de que los espermatozoides ya se han formado,
requieren un periodo en el epididimo para finalizar su maduracion y adquirir la capacidad de

fecundar un 6vulo (9).

2.5 Maduracion del espermatozoide

El proceso inicia en los tubulos seminiferos de los testiculos, lugar en el que se generan los
espermatozoides mediante la espermatogénesis. No obstante, al desarrollarse, estos gametos son
inmaduros y carecen de las propiedades requeridas para realizar la fertilizacion. El paso por el
epididimo, que en el caso del verraco puede durar entre 10 y 14 dias, es crucial para que los
espermatozoides estabilicen su membrana plasmatica y adquieran la movilidad que les facilitard su
desplazamiento por el sistema reproductivo de la hembra. A lo lardo de esta fase, se afiaden
proteinas particulares a la membrana de los espermatozoides, lo que optimiza su funcionalidad y

les otorga una mayor resistencia ante circunstancias adversas (9).

Una vez que los espermatozoides han finalizado su maduracion en el epididimo, deben someterse
a un proceso denominado capacitacion, que sucede al llegar al tracto reproductivo femenino. En

esta fase, los cambios bioquimicos en la membrana plasmatica los capacitan para superar las



barreras de proteccion del 6vulo, tales como la corona radiata y la zona pelucida. Este proceso es
esencial, pues prepara a los espermatozoides para realizar la reaccion acrosomal, un proceso donde
se liberan enzimas desde el acrosoma, favoreciendo la penetracion del évulo y posibilitando la

fusion de ambos gametos (9).

2.6 Inseminacion Artificial

Los comienzos de la técnica de inseminacion artificial (IA) en porcinos tuvieron lugar en los paises
avanzados, y su propagacion a nivel mundial permitio que llegara a nuestro pais, donde fue
rapidamente adoptada por los productores locales. Entre 1926 y 1940, se realizaron las primeras
investigaciones para el desarrollo de esta técnica revolucionaria en Rusia, Estados Unidos, Japon
y Europa. Para la década de 1960, la monta natural empez6 a ser sustituida por la inseminacion
artificial, lo que signific6é una transformacion importante en la reproduccion porcina (11). Este
avance inicial en la implementacion y evolucion de la TA facilité que este método se transformara
en la biotecnologia mas utilizada y eficiente en la reproduccion animal. Hoy en dia, la IA se aplica
globalmente y ha demostrado una elevada eficacia en los paises lideres en la produccion de carne
porcina, jugando un papel crucial en la mejora de la salud y en la aceleracion del avance genético,
estableciéndose como un soporte esencial para la sostenibilidad y competitividad de la industria

(12).

En términos generales, la IA se define como el método que permite extraer semen de un
reproductor, diluirlo y conservarlo, con el objetivo de transportarlo al sitio 6ptimo del aparato
reproductor de la hembra, con el fin de fecundarla, utilizando el equipo apropiado y en el momento
oportuno. La IA es la técnica mas eficaz para explotar el potencial genético de un verraco, debido
al impacto multiplicador que tiene sobre el semen. Ademads, promueve la puesta en marcha de
programas de cruzamiento, mejora en los controles sanitarios, bioseguridad y productividad (11).
En Ecuador, este método se esta aplicando de forma dptima, con el objetivo de conseguir resultados

que nos permitan mejorar la genética y simultdneamente aumentar la produccion del sector porcino

(13).
2.6.1 Importancia de la IA en la produccion porcina

La IA en el ganado porcino es una tecnologia de reproduccion asistida altamente efectiva, que se
aplica en mas del 90% de las cerdas de los paises lideres en produccion de carne de cerdo. La mayor

ventaja se destaca en la prevencion de la propagacion de enfermedades venéreas y en un rapido



avance genético. Ademas, posibilita una utilizacion mas eficaz de los recursos genéticos, al mejorar
la distribucion de semen de verracos de alto valor genético, disminuyendo la necesidad de preservar
poblaciones masivas de machos reproductores. Este procedimiento también simplifica llevar a cabo
programas de mejora genética al incorporar atributos beneficiosos, tales como el incremento de la
fertilidad, una mejor conversion alimentaria y mayor resistencia a enfermedades en un lapso de
tiempo limitado. La IA ayuda a incrementar la productividad y competitividad, al mismo tiempo

que promueve estrategias de gestion mas sustentables y rentables (12).

2.6.2 Ventajas de la IA en comparacion con la reproduccion natural.

La IA se ha consolidado como uno de los métodos mas eficaces en la gestion del ganado porcino
en afios recientes, con una adopcion creciente en diversos paises y un impacto significativo en el
progreso genético de las poblaciones comerciales. Entre sus principales ventajas destacan la
disminucién del numero de verracos en la granja, el aumento del avance genético mediante
seleccion, tasas de fertilidad similares o superiores a las alcanzadas por monta natural, un control
mas efectivo de la calidad del semen y una mayor supervision sanitaria. Ademads, cuando se realiza
correctamente, la inseminacion artificial es un procedimiento con minimos inconvenientes. Para su
éxito, es fundamental disponer de personal capacitado e infraestructura adecuada que faciliten la

identificacion del estro y la aplicacion del procedimiento (14).

2.7 Eyaculado y sus fracciones

El proceso de eyaculacion en los verracos se distingue por la emision de semen en tres fracciones
visualmente distintas, cada una con un color y textura particulares, vinculados a diferentes
concentraciones celulares y componentes bioquimicos. Estas fracciones desempefian un papel

crucial en la IA y en la interaccion del esperma con el tracto reproductivo de la hembra (15).

2.7.1 Fraccion pre- espermatica

El segmento pre-espermatico es la primera fraccion expulsada durante la eyaculacion del verraco,
con un volumen que varia entre 10 y 15 ml (16). Se compone principalmente por las secreciones
de las glandulas bulbouretrales y la préstata, junto con contenido uretral, y usualmente carece de
espermatozoides. Su aspecto es claro y su tarea principal consiste en limpiar la uretra antes de la

liberacion de las siguientes fracciones, removiendo posibles contaminantes y acondicionando el



conducto para el paso del semen. A pesar de que constituye una minima parte del volumen total del

eyaculado, este segmento suele ser descartado en la recoleccion destinada a 1A (17).

2.7.2 Fraccion espermatica o rica en espermatozoides

Desde el punto de vista reproductivo, la fraccion rica en espermatozoides (SRF) es la mas
significativa. Se caracteriza por su intenso color blanco y elevada densidad, ya que posee la mayor
cantidad de espermatozoides en relacion con las demads fracciones. Debido a su contenido celular
y resistencia al almacenamiento, la SRF es la opcion favorita para la elaboracion de dosis para [A
(18) . Esta compuesta especialmente por espermatozoides y secreciones de las vesiculas seminales
y la préstata. Su volumen varia entre 50 y 150 ml, en funcidn de factores como la estacion del afo,
duracién del dia, temperatura ambiental, entorno social, alimentacion, raza, edad y tamano
testicular (16). Los espermatozoides presentes en esta fraccion son altamente viables y funcionales,

lo que la sitia como la unidad mas valiosa para asegurar el éxito reproductivo (18).

2.7.3 Fraccion post espermatica

Se conoce como la fraccion con escasez de espermatozoides, pero abundante en plasma seminal.
Presenta un tono blanquecino transparente, un volumen cercano a 200 ml y numerosos grumos que
pueden aglutinarse durante la recoleccion del semen. Esta fraccion proviene principalmente de la
prostata y las glandulas de Cowper (16). En la fase final de la eyaculacion, se manifiesta como una
porcion gelatinosa denominada "tapioca", la cual debe eliminarse para prevenir la posible
aglutinacion de los espermatozoides. Para este propdsito, los contenedores de recoleccion poseen
un vaso de residuos en su interior, cubierto por un filtro que facilita la separacion y eliminacion de

la tapioca (19).
2.8 Calidad Espermatica

El analisis de la calidad del esperma juega un rol crucial al definir el rendimiento reproductivo de
los verracos. La calidad del semen alude a la posibilidad de que los espermatozoides obtenidos del

eyaculado sean funcionales, ya sea durante la reproduccion asistida o en la monta natural (20).

Habitualmente, la calidad del eyaculado se ha evaluado mediante el espermiograma clasico, que
consiste en realizar una serie de pruebas sencillas y de costo moderado. La evaluacion seminal se

lleva a cabo mediante un analisis macroscopico y microscopico, donde se evalua pardmetros como



el volumen, concentracion, motilidad, condicion del acrosoma y anomalias espermaticas. Este

estudio es clave para la eleccion de los sementales ideales para la reproduccion (21).

La adopcion global de la inseminacion artificial ha subrayado la necesidad de utilizar semen de
verraco de alta calidad. Asi, la capacidad fecundante de un verraco impacta significativamente en
la productividad, siendo un factor clave para el progreso, la competitividad y el rendimiento de la
porcicultura. No obstante, la calidad del eyaculado de verraco varia a lo largo del afio debido a
factores tanto animales como no animales. Entre estos factores, la edad del verraco, su estado de
salud, nutricién, genética, nivel de estrés y la frecuencia de recoleccion de semen afectan
considerablemente la calidad del semen. Ademas, existen otras fuentes de informacion, como las
condiciones ambientales, que podrian ayudar a determinar si un eyaculado es adecuado para la

preparacion de la dosis de semen, aunque suelen subutilizarse (22).

Estos elementos afectan directa e indirectamente las caracteristicas clave del semen, como el
volumen del eyaculado, el pH seminal, la concentracion espermdtica, la movilidad, el
funcionamiento de la membrana celular, la integridad del acrosoma y la presencia de
espermatozoides anormales. La calidad del semen es esencial, ya que una disminucion en estas
caracteristicas puede provocar deficiencias reproductivas y pérdidas econdmicas considerables,

especialmente teniendo en cuenta que cada cerdo realiza un gran nimero de servicios al afio (23).

2.8.1 Factores que afectan la calidad espermatica

La calidad del esperma del verraco se ve afectada por varios factores, destacando el estrés térmico
debido a su impacto directo y prolongado en los pardmetros del esperma. Las altas temperaturas,
que superan la zona termoneutral, provocan irregularidades morfologicas, disminuyen la motilidad
y viabilidad de los espermatozoides. Los impactos del estrés térmico pueden manifestarse con
rapidez cuando la temperatura excede los 30°C, lo que ha ocasionado disminuciones en la calidad

y volumen del semen (24).

Otro aspecto a considerar es la raza y edad. No todas las razas muestran manifestaciones de libido
parecidas ni presentan niveles de produccién seminal similares. En algunos casos, un trastorno
fisico caracteristico de la raza puede interferir con la recoleccion de semen, como ocurre en los
verracos de raza Pietrain, cuya estructura muscular puede restringir el salto sobre el potro,

especialmente a medida que envejecen (16)



Adicionalmente, algunos defectos genéticos particulares, como alteraciones en el acrosoma o
espermatozoides con colas inmoviles, pueden estar asociados con predisposiciones hereditarias, lo
que reduce la eficacia reproductiva. Es crucial identificar estas carencias a través de marcadores

genéticos para mejorar la eleccion de verracos con un gran potencial reproductivo (25)

Una alta regularidad de recoleccion afectara de manera adversa la calidad del semen. Ademas, si
no se lleva a cabo de forma higiénica, se generard una contaminacion bacteriana en las dosis de
semen (25). Ritmos desmedidos, como la recoleccion de tres o mas veces a la semana de manera
incoherente, pueden disminuir considerablemente la calidad, impactando en pardmetros
fundamentales como la motilidad, morfologia y actividad acrosomica. También, bajo regimenes de
recoleccion excesivos o irregulares, los espermatozoides inmaduros o aquellos con gotitas

citoplasmadticas aumentan de manera significativa (24).

Otros elementos que impactan negativamente incluyen la alimentacion, aparicion de enfermedades
y otros factores cuyo impacto aun no se ha determinado completamente, como el fotoperiodo,
recomendandose intervalos de 12-14 horas de luz natural, que puede ser complementado con luz

artificial si es necesario (16).

2.9 Evaluacion macroscopica
2.9.1 Volumen

La evaluacion del volumen del semen se realiza con la ayuda de un recipiente graduado en medidas
de ml. Recordando que un verraco puede eyacular entre 50 a 500 ml, esto esta sujeto al desempefio
de las vesiculas seminales y las glandulas accesorias, aunque también influyen otros factores como

la edad, raza y la manera en que se recolecto el semen (2).

2.9.2 Color

El color se aprecia directamente en el eyaculado, habitualmente el semen de buena calidad presenta
una coloracién que puede ser blanco lechoso o cremoso, cuando existe presencia de orina en el
semen se puede observar de color amarillenta y cuando hay presencia de sangre se observa de color

rosado (19).



2.9.3 Olor

El olor del semen del verraco es singular, dado que se representa como sui generis por lo que se lo
relaciona con las feromonas del sistema reproductor del verraco. El olor adecuado que debe tener
el semen es similar a la leche fresca, cuando el olor es repugnante se vincula a patologias del aparato
genital, y si la muestra seminal presenta un olor a orina, seré indicativo de contaminacion con dicho

liquido (26).
2.9.4 Aspecto

El aspecto del esperma pone en manifiesto el nimero de células que tiene en detencion y se conecta
con la cantidad del eyaculado, por lo que a gran volumen de semen podria mostrar un aspecto poco
opaco o viceversa. Por lo general, el esperma debe tener un apesto opaco dando entender que debe

ser denso-cremoso (26).

29.5 pH

El analisis del pH se realiza una vez que se recolecta la muestra seminal, este pH se produce de la
mezcla entre las secreciones acidas procedentes de la prdstata y las secreciones alcalinas
provenientes de las vesiculas seminales. En el verraco, el pH seminal oscila entre 6.5 a 7.4. Para
medir este parametro se usan generalmente tiras reactivas; basta con poner una gota de semen sobre

la tira y esperar el cambio de color para que podamos determinar el pH de la muestra (26)

2.10 Evaluacion microscopica
2.10.1 Motilidad

Este parametro es esencial a la hora de evaluar la calidad del semen, la motilidad se vincula con la
condicion energética del espermatozoide ya que impacta en el potencial de la fertilizacion (27). La
relacion con la fertilidad atn no estd completamente claro, debido a que es una variable
multifactorial, no obstante, en verracos se ha mostrado que, si las muestras seminales exponen una
tasa de espermatozoides con movimientos menor al 70%, asi como la fertilidad y la prolificidad se
pueden notar perjudicados. Las técnicas para evaluar la motilidad pueden ser subjetivo u objetivos,

a través del sistema CASA (19).

El origen del CASA logro un gran progreso, debido a que el producto adquirido muestra una mayor

precision, sin embargo, se presentan factores que pueden alterar el rendimiento entre ellos se



encuentra el operador, ajustes del programa, la cantidad de campos examinados, la densidad y la

mezcla de las muestras, etc. (27).

La examinacion subjetiva de la motilidad masal, se lleva a cabo al evaluar una gota del semen con
la ayuda del microscopio, donde se observa la rapidez del desplazamiento de los espermatozoides,
naturalmente se observa en forma de ondas o remolinos. Cuando no se observa movimiento ni
ondas se lo valora sin valor (clasificacion menor), desde la perspectiva se van a ir otorgando valores
hasta la apreciacion mas alta (clasificacion 5, de acuerdo con la escala) donde se contempla

movimientos veloces y ondas concentradas (19).

En lo que concierne la movilidad subjetiva individual, también se evalia la calidad y velocidad del
movimiento. Este parametro estd condicionado por la temperatura, por lo que es esencial valorar
las muestras a 37-38 °C para alcanzar una estimacién mas precisa. Se puede reflejar una proporcion
aproximada de espermatozoides con movimientos totales y modviles de transicion rectilineo de la
muestra o se puede sugerir categorias. El liquido seminal adecuado deberia demostrar mayor al
75% de espermatozoides moviles y por lo menos 65% de espermatozoides con desplazamiento

progresivo (19).
2.10.2 Morfologia

La morfologia es un parametro importante para evaluar la calidad del semen, ya que incide en la
fertilidad, debido a que la estructura y el tamafio del espermatozoide estan vinculado a la capacidad
de introducir al ovulo, sin embargo, existen factores que pueden influir en este parametro como la
edad, la raza, el desarrollo sexual, el material genético, el entorno del animal y la conservacion del
semen (27). La tasa de espermatozoides con alteraciones morfologicas revela el nivel
modificaciones del desarrollo de espermatogénesis. La morfologia del esperma estandar permite la
fecundacion con el ovocito y facilita la transferencia del material genético en el transcurso de la
fecundacion. Las modificaciones que se producen en la estructura de la membrana del
espermatozoide en el transcurso de la capacitacion y activacion acrosémica son fundamental para

la asociacion del espermatozoide con el ovocito (28).

La zona pelicida que es parte del ovocito limita las células espermaticas con alteraciones
morfologicas. Una estructura y tamaiio del espermatozoide normal es esencial para un esperma de

buena calidad ya que permite la capacidad de fecundacion (28).



La existencia de espermatozoides con alteracion de la cabeza ha determinado ser un factor de aborto
en las primeras fases de la gestacion. Los rasgos morfologicos pueden requerir de la magnitud del
desarrollo del esperma en el tejido gonadal y la cantidad relacionada al esperma acumulado en el
epididimo y evacuados en el eyaculado (28). Hoy en dia, se valora la gota citoplasmatica, En la
actualidad se evaltan otras caracteristicas morfologicas como las gotas citoplasmaticas, con un

umbral de regularidad entre 15-30 %, manteniéndose estas cifras desde mas de 15 afios (29).

2.10.3 Viabilidad

La viabilidad del esperma se asocia con la integridad de la membrana plasmatica y habitualmente
es valorada con la técnica de exclusion de eosina- nigrosina. Al inactivarse el espermatozoide, se
desprende exclusividad de su membrana plasmatica, lo que provoca que el espermatozoide no
pueda conservarlas densidades esenciales de iones y solutos, elimindndose esenciales metabolitos
y coenzimas, lo que conlleva a la anulacion de las actividades vitales. lo que ocasiona que el
espermatozoide sea incapaz de mantener las concentraciones necesarias de iones y solutos,
perdiéndose importantes metabolitos y coenzimas, lo que conduce a la supresion de las funciones
vitales, por esta razon, al valorar la viabilidad se analizan los espermatozoides que se encuentren
tefiidos ya que hace referencia a la muerte de esos espermatozoides y por lo contrario los que nos
estan tefiidos de eosina-nigrosina significan que estan vivos esos espermatozoides. El valor apto de

la viabilidad del esperma en una colecta de semen es el 80% y los restantes 20% son de lesiones

(26).
2.10.4 Borde apical normal o analisis acrosomal (NAR)

El acrosoma es una cavidad liberadora del espermatozoide, situada en la seccion superior de la
cabeza de la célula espermatica, incluye diversas enzimas encargadas de la absorcion del cumulus
oophorus y de la membrana del 6vulo. Los deterioros en el acrosoma son capaces de provocar
ausencia de la capacidad fecundante de las células espermaticas, por lo que es esencial evaluar el

acrosoma. El porcentaje minimo tolerable del acrosoma entero en una muestra es del 90% (26).

2.11 Anomalias

Las anomalias mas relevantes son la existencia de impurezas en la muestra seminal y los sucesos

de aglutinacion. La aglutinacion es el almacenamiento de las células espermaticas vivos o muertos,



que pueden estar adosadas a células epiteliales o enlazado cabeza con cabeza. Este suceso se puede

analizar tanto en semen fresco como en eyaculado diluido (16).

La escala de aglutinacion se evalta de 0-3, la escala 3 hace referencia a mas de 30-40% de células
espermaticas aglutinados. En ciertos casos, la existencia de aglutinacion moderada de 0-2, se
desvanece al combinar el semen con el diluyente conservante, debido a la composicion quimica
que otorga el diluyente, analizdndose posteriormente, una reduccion de la escala de aglutinacion.
Entre las probables razones de aglutinaciéon podemos encontrar la presencia de residuos de la
tapioca provenientes de las glandulas bulbouretrales por una mala filtracion en la colecta del semen,
una densidad muy elevada de células espermaticas, pésima calidad del esperma, golpe térmico
debido a un mal manejo del esperma, contaminacion bacteriana de la muestra, existencia de un
gran numero de células epiteliales y modificaciones en el pH del liquido seminal, vinculado a

reacciones inflamatorias o alteraciones que perjudican a las glandulas accesorias del macho (16).

Las gotas citoplasmicas son restos del citoplasma intacto de la etapa del desarrollo epididimaria y
se categoriza en dos conjuntos. La gota proximal es una anomalia debido a un defecto del
desarrollo, lo cual se relaciona a la carencia de la capacidad de fecundarse. La gota distal por lo
general suele desaparecer pasado unas horas luego de la extraccion o en el transcurso de la

preservacion en frio, esta gota hace referencia a un defecto del desarrollo mas moderado (30).

Las colas torcidas son otras alteraciones importantes de reconocer debido a que las células
espermaticas perjudicadas no seran capaces de deslizarse en el transcurso de la fecundacion. Las
alteraciones del acrosoma son fundamentales para valorar la capacidad fecundante, debido a que
la funcionalidad del acrosoma esta ligada la identificacion por parte del ovocito y la introduccion
en la membrana pelucida. Los rangos aceptables para las diferentes alteraciones son: un porcentaje
minimo de 70% de células espermaticas vivas, movilidad con escala minima de 3 y un limite
superior de alteraciones integradas de gotas proximales y colas enrolladas del 20%. Por ultimo, las

alteraciones maximas del acrosoma permitida son del 20 % (29).

2.12 Diluyentes conservantes en la inseminacion artificial porcina

En la reproduccion porcina se ha concentrado en mejorar la preservacion de las muestras seminales
con la utilizacion de diluyentes conservantes. Los diluyentes son una disolucion acuosa que facilita

la conservacion de las muestras seminales en un plazo mas extenso, ademas aumenta la cantidad



del eyaculado, resguarda a las células espermaticas contra un shock térmico y garantiza el equilibrio
de las variables del pH y la osmolalidad (29). Los diluyentes deben ofrecer una soluciéon tampdn,
resguardar contra alteraciones de la temperatura, menor costo, firmeza de las redes enzimaticas y
conservacion de la membrana plasmatica. Las cualidades que deben realizar los diluyentes tanto
de corta como de larga duracion es la preservacion del contenido espermatico del cerdo, sin alterar
su estructura y sin minimizar el potencial fecundante. El diluyente debe asegurar la conservacion
de las células espermaticas sin ningin problema, mejorando el rendimiento de la calidad seminal,

fertilizacion y prolificidad en la produccion porcina (30).

Existen diversos aspectos a tomar en cuenta en la seleccion del diluyente son la correlacion entre
su precio y calidad, estacion del afio, duracion del trayecto del transporte del semen y el trayecto
entre la produccion del mismo y la IA, a pesar que la duracion media del esperma también se ve
perjudicada por la calidad del eyaculado, la frecuencia de extraccion, grado de dilucion y las
porciones del semen que se recolectan. El mayor beneficio de la utilizacion de los diluyentes es
que la fertilidad se conserva inclusiva en cantidades bajas de células espermaticas por cantidad de
inseminacion. Esto implica un 6ptimo desempefio del semen, pues a menos cantidad de células
espermaticas por dosis, mayor es la cantidad de dosis Esto representa un mejor rendimiento de
semen, pues a menor numero de espermatozoides por dosis, mayor es el numero de dosis por

secrecion seminal (30).

2.12.1 Caracteristicas y funciones de los diluyentes

Los diluyentes conservantes usados en el esperma porcino estan elaborados para conservar la
viabilidad y capacidad funcional de las células espermaticas a lo largo de un tiempo definido. Su
primordial cualidad es preservar los espermatozoides en parametros adecuados, efectuando
funciones fundamentales debido a sus componentes especificos. Existe algunas funciones que
deben cumplir los diluyentes entre ella es ofrecer energia para el metabolismo del esperma,
mantener un pH y tensién osmotica adecuado, eliminar restos metabdlicos que llegarian ser nocivo.
Incluso conserva las membranas celulares, resguardando a las células espermaticas contra
afectaciones provocados por shock térmico. Por tltimo, dentro de la composicion de los diluyentes
contiene antibidticos para evitar el desarrollo de bacterias, asegurando la calidad seminal en el

transcurso de la conservacion y cooperando al éxito de los protocolos de la inseminacion (31).



2.12.2 Componentes de los diluyentes

La dilucion y preservacion de la muestra seminal es una opcidon que ofrece la oportunidad de
explotar al maximo el potencial reproductivo del cerdo, debido a que se adquiere una elevada
cantidad de lechones por semental en el transcurso de su etapa reproductiva. La composicion del
diluyente conservante debe proporcionar glucosa para estabilizar el metabolismo del
espermatozoide, para resguarda choque térmico por frio necesita de BSA, para un pH adecuado el
diluyente debe contener (bicarbonato, TRIS, HEPES), lo que tiene que ver con la tensiéon osmdtica
(NaCl, KCl) y por ultimo los antibidticos en la composicion de los diluyentes aporta para evitar el
crecimiento bacteriano (32). La relevancia de identificar los componentes de los diluyentes es
importante porque estd vinculado con la fertilidad, debido a que la misma disminuye conforme
incrementa la preservacion del fluido seminal, aparte de estar sujeta por la calidad del esperma y

la cantidad de células espermatica(33).
2.12.2.1 Glucosa

La glucosa aporta energia y debido a su elevado aporte energético es la mas empleada, sin embargo,
existen reemplazos para la glucosa como por ejemplo esta la galactosa, fructosa, ribosa o trehalosa,
teniendo en cuenta de datos obtenidos han demostrado que la glucosa es mejor que cada una de
ellas, es por eso que es la eleccion mas recomendable en la conservacion de las células

espermaticas. (33).
2.12.2.2 TES, HEPES, MOPS, TRIS

Estos componentes son empleados como tampones, no obstante, los mas utilizados hoy en dia son
HEPES Y MOPS, debido a su potencial de estabilizar el pH del semen en un grado optimo, evitando
la disminucion del metabolismo energético de las células espermaticas y su movilidad potenciando
su capacidad fecundante y no estar ligado de la temperatura. Por ultimo, se encuentran otros

componentes que sirven como tampones como el bicarbonato y el citrato sodico. (33).
2.12.2.3 Sales de iones inorganicos

La funcion de estos componentes es estabilizar la presion osmotica, entre las sales de iones
inorganicos tenemos el cloruro sodico y potéasico. Es importante mantener una correcta presion
osmotica debido a que un nivel inferior a los 200 mOsm refleja una disminucion de la movilidad

de las células espermaticas (33).



2.12.2.4 Antibioticos

El grupo de antibidtico mdas utilizado son los aminoglucosidos que dentro de este grupo
encontramos la gentamicina, neomicina y la kanamicina en dosis aproximadamente a los 200 mg/L.
En la actualidad se esta queriendo implementar el ceftiofur, aunque aun no hay datos sobre su
utilizacion. Hay que tener en cuenta que la UE, Directiva 90/429/CEE controla la utilizacion de
mezcla entre antibioticos eficientes en contra de leptospira y micoplasma, con una densidad de al

menos 500 UI de estreptomicina/ml y 500 UI de penicilina/ml (33).

2.12.3 Tipos de Diluyentes por su duracion

El proceso de la dilucion del esperma con un diluyente conservante ha sido de importancia para
inseminacion artificial (34). Se conoce que, a nivel de practica, los diluyentes pueden clasificarse
en dos diferentes grupos, el cual el primer grupo concierne en preservar el semen hasta 1 a 3 dias
conociendo a este grupo como de corta duracion y aquellos diluyentes que tienen las caracteristicas
de conservar el semen mas de 4 dias son conocidos como de larga duracion (33). En cambio, a
nivel del mercado los diluyentes se puedes distribuir en tres grupos, donde el primer grupo
concierne a los diluyentes que conservan de 1 a 3 dias, los de media duracién que pueden durar
hasta cinco dias y por ultimo esté el de larga duracién que conserva el semen hasta siete dias (34).
Los suministros de energia y los electrolitos que se agregan a ellos son muy globales, por ello lo
que resalta al seleccionar un diluyente son los componentes de tampon y las sustancias que se

agregan para mantener las membranas del espermatozoide (33).
2.12.3.1 Diluyentes de corto plazo

Los diluyentes de corto plazo son usados en sitios donde la distribucion de la racion del semen es
de recorrido corto, preservan el esperma a 15-20°, entre los beneficios claves que tienen estos
diluyentes consta del empleo de una concentracion de células espermaticas baja, que posibilita
efectuar mds inseminaciones con una Unica extraccidon; el bajo precio en su elaboracion,
adquiriendo tasas reproductivas similares y bajo indice de movilidad espermadtica, sin embargo, en
un estudio ejecutado compararon la movilidad de las células espermaticas preservados en dos
diferentes tipos de diluyentes en variados tiempo de preservacion (primer dia, segundo dia y tercer
dia) mostro que no existe variacion en la movilidad de las células espermaticas, pero si para la
fortaleza espermatica después de la descongelacion, llegando a la conclusion que un inconveniente

de los diluyentes es la disminucion de la resistencia del esperma después del descongelamiento.



Una desventaja de estos diluyentes en el periodo corto de la viabilidad del espermatozoide, el
descenso en las variables de la calidad del semen, puesto que se ve perjudicado la integridad del

ADN (33)
2.12.3.2 Diluyentes de largo plazo

Estos diluyentes por lo general tienen una perduracion de cuatro dias o mas, se emplean en sitios
donde la zona de produccion del semen y el sitio donde va hacer empleado el liquido seminal es
distante, sin embargo, para que exista una buena preservacion requiere de ciertos factores como la
proporcion recogida en la extraccion del semen, modelo de dilucidon con agua destilada, regulacion

de la contaminacion de bacterias y una conservacion en frio entre 15-17°C(33).

El problema del semen del cerdo, mostrado en algunos estudios, es la reduccion de la fertilidad en
el transcurso del lapso de conservacion, vinculado con el modelo de diluyente empleado. La
mayoria de los diluyentes que se usan duran aproximadamente de hasta 3 a 5 dias, sin embargo, los
diluyentes que se conservan por mas dias, abarcan ciertas ventajas como la probabilidad de recorrer
lapso mas distantes, ejecutar exdmenes de diagnostico en el liquido seminal antes de utilizarlo,
como el PCR que sirve para la localizacion de antigenos virales o también para evaluar la calidad
del esperma, ayuda también a mejorar la distribucion de actividades en el area de recoleccion y
repartir las muestras de liquido seminal a diferentes granjas (35). Una de las desventajas de estos
diluyentes es el empleo de una elevada concentracion del semen para nivelar la reduccion de la

viabilidad de las células espermaticas por vejez (33).

11l MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Materiales de campo

e Verraco (1)

e Potro para recolecta de semen
e Alfombra antideslizante

¢ Guantes de nitrilo

e Vasos de extraccion desechables



Fundas de polipropileno
Toallas desechables
Termo de recoleccion
Filtros de papel

Botas

Overol
Materiales de laboratorio

Tincion de eosina

Microscopio

iSperm® (analizador de semen automatizado portatil (mCASA))
Pipeta

Termometro

Portaobjetos

Cubreobjetos

Platina térmica

Agua destilada

Agua tipo II (desmineralizada — desionizada)
Céamara de conservacion de dosis seminales
Bafio Maria digital

Botella de plastico para semen (100 ml)
Materiales de oficina

Cémara fotografica
Ordenador
Cuaderno
Lapiceros

Calculadora



3.1.4 Localizacion del estudio

El presente estudio se desarroll6 en la Granja "Santa Inés", perteneciente a la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Técnica de Machala. Ubicada en el kilometro 5 2 de la via
Machala—Pasaje, con coordenadas geograficas Latitud Sur 3°17'37" y Longitud Oeste 79°54'56" y
una altitud de 11 metros sobre el nivel del mar (msnm), con una temperatura que oscila entre 22

°Cy 35°C.
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Fuente: (Google Maps, 2025)
3.1.5 Poblacion y muestra

La investigacion de campo fue de tipo experimental, se trabajé con un verraco reproductor de la
Granja Santa Inés de aproximadamente 3 afios y es el resultado de un cruce con la linea genética
Hypor Maxter, fue seleccionado por sus caracteristicas genéticas y reproductivas, lo que garantizo

que se cumplieran los estandares requeridos para la investigacion.

Se emple6 un disefio completamente al azar (DCA), en el cual se establecieron tres tratamientos
correspondientes a los tres diluyentes comerciales, con tres réplicas por tratamiento, obteniendo asi
un total de nueve muestras seminales. En el primer tratamiento (T1), el semen fue diluido con

Vitasem; el segundo (T2) con Androstar Plus; y en el tercero (T3) con MR-A. Las muestras fueron



almacenadas bajo condiciones controladas, y evaluadas a intervalos de 0, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7y 8 dias

post-dilucion.
3.1.6 Variables

e Motilidad masal

e Motilidad individual
e Motilidad progresiva
e Viabilidad

e Morfologia

3.2 Medicion de variables
3.2.1 Motilidad masal

Es una variable de tipo cuantitativo, se evalué colocando una gota de semen diluido sobre un
portaobjeto precalentado a 37°C y luego se observé en el microscopio con aumento 40x. En esta
evaluacion se valoro la formacion de ondas y remolinos, asi como la intensidad y velocidad del

movimiento colectivo de los espermatozoides.
Se utilizaron los siguientes criterios de clasificacion:

- Semen muy bueno (3): ondas oscuras, marcadas y en rapido movimiento (+++).
- Semen bueno (2): ondas marcadas, menos oscuras, con movimiento moderado (++).
- Semen regular (1): ondas claras con movimiento muy ligero (+).

- Semen malo (0): ausencia de ondas y espermatozoides inmdviles (0).

Para efectos del analisis estadistico, esta clasificacion cualitativa fue transformada a una escala

numérica (0 a 3), asignando valores a cada nivel de motilidad segtn el criterio anterior.

3.2.2 Motilidad individual

Es una variable de tipo cuantitativo, expresada en porcentaje (%). La evaluacion se realizo
mediante el uso del analizador de semen iSperm®, un sistema mCASA (mobile Computer-Assisted

Sperm Analysis) que permitio obtener resultados estandarizados y precisos.

Para la medicion, se colocd una gota de semen diluido dentro de una ldmina especializada

compatible con el equipo, siguiendo el protocolo del fabricante. Posteriormente, se insertd en el



moédulo oOptico acoplado a una tablet, donde se analizé el movimiento individual de los

espermatozoides, generando los porcentajes de motilidad en tiempo real.

3.2.3 Motilidad progresiva

Es una variable de tipo cuantitativo, expresada en porcentaje (%). La evaluacién se realizd

mediante el uso del analizador de semen iSperm®.

Para su analisis, se coloc6 una alicuota de semen diluido en una ldmina especializada compatible
con el equipo, siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, la muestra fue introducida
en el modulo dptico del dispositivo, acoplado a una tablet. El sistema procesa las imagenes en
tiempo real y genera automdticamente el porcentaje de espermatozoides con movimiento
progresivo, es decir, aquellos con desplazamiento rectilineo o en trayectorias amplias, considerado

un indicador funcional clave de fertilidad.

3.2.4 Viabilidad

Es una variable de tipo cuantitativo, expresada en porcentaje (%). Se valoré6 mezclando una gota
de semen diluido con la tincidn eosina sobre un portaobjeto previamente atemperado a 37°C en la
placa térmica. Posteriormente, se colocd un cubreobjetos y se observo bajo el microscopio de
campo claro a 40x, donde se contabilizaron un total de 200 espermatozoides por muestra,
determinando como no viables aquellos que presenten coloracion morada. El resultado se expreso

como porcentaje de células viables respecto al total evaluado.

3.2.5 Morfologia

Es una variable de tipo cuantitativo, expresada en porcentaje (%). La evaluacion se realizo
combinando una gota de semen diluido con la tincidén eosina sobre el portaobjeto precalentado a
37°C. La muestra se observo bajo el microscopio de campo claro con un aumento de 40x, donde
se contabilizaron un total de 200 espermatozoides por muestra. Se calculd el porcentaje de
espermatozoides normales y se registraron las anomalias espermaticas, clasificadas segn los tipos
de malformaciones presentes, tales como colas dobladas, gota citoplasmatica proximal o distal,
cabeza piriforme y microcabeza. El porcentaje de cada tipo de anomalia fue registrado para su

posterior analisis comparativo.



3.3 Metodologia
3.3.1 Metodologia de campo

Se cumplieron las normas de bioseguridad y buenas practica de manejo para asi asegurar una
colecta eficiente del semen porcino. Se comenzd con una limpieza y desinfeccion del area de
colecta lo que concierne al piso, paredes, potro de monta y puerta de entrada, esto se hizo antes de
cada colecta de semen, para de esta manera asegurar buenas condiciones higiénicas y ambientales,

indispensables para evitar alguna contaminacion y respaldar la calidad de las muestras.

Se ubicé un pediluvio en el ingreso al area de colecta para la desinfeccion del calzado y asi evitar
que se presente cualquier tipo de contaminacion. Luego de la limpieza y desinfeccion, se comprobd
que el area se haya secado para asi permitir el ingreso del verraco y garantizar un ambiente
adecuado para la colecta. Se colocd una alfombra antideslizante al lado del potro para evitar alguna

lesion que se pudiera presentar durante la colecta, asegurando asi el bienestar del animal.

Se implementé medidas de bioseguridad, utilizando una indumentaria adecuada lo que incluye
guantes de nitrilo, overol y botas desinfectadas para no tener contaminacion cruzada en el
transcurso del manejo del verraco y la colecta del semen. Ademas, no tuvimos acceso a otras
granjas antes de entrar al area de colecta para que todo el proceso se realice bajo condiciones

controladas.

Se llevo a cabo un proceso de adaptacion durante 2 semanas para que el verraco se acostumbre al
equipo y entorno. En el transcurso de la colecta, se evitd movimientos bruscos o ruidos que
pudieran perturbar al verraco. El manejo adecuado, cumpliendo las normas de bioseguridad,
garantizo que el proceso transcurriera de manera ética, eficaz y sin comprometer la calidad de las

muestras obtenidas.

3.3.2 Metodologia de colecta del semen

Previamente a la colecta preparamos los diluyentes, para esto diluimos un sobre de cada diluyente
en 1 litro de agua tipo II (desmineralizada — desionizada), la cual estaba a una temperatura de 38°C.
Una vez homogenizados los diluyentes los dejamos en bafio maria para que se mantuvieran la

temperatura y asi evitar un posible choque térmico al momento de mezclar con el semen.



El primer paso para realizar la colecta del semen fue trasladar el verraco al area de extraccion,
limpiamos la zona del prepucio para evitar que al momento de la coleccion se contamine la muestra.
Seguido de esto esperamos que el verraco se monte en el potro, para asi comenzar con la técnica
de mano enguantada, para esto nos ayudamos de un termo con un poco de agua precalentada a
38°C, y dentro de este también se coloco una funda de polipropileno. Para la técnica esperamos a
que el pene sobresalga del prepucio en tanto el verraco se estimula encima del potro, después se
sujetod el miembro con la mano, sin presionarlo tanto, para que el animal se adapte al contacto, se
sostuvo horizontalmente para impedir esparcir sobre las manos, ya que podia contaminar la
muestra. Con la ayuda de los dedos mefiique o pulgar estimulamos el glande, y una vez sobresalga
del prepucio, sostenemos el miembro, pero esta vez dejamos que la parte del glande exceda fuera
de la mano, cuando ya se daba la eyaculacion se debia continuar presionando suavemente,

empleando presion en intervalos para excitar al verraco.

La primera fraccion del eyaculado se la desechaba ya que corresponde a la fraccion pre-espermatica
la cual no es util para evaluar el semen, debiamos esperar que eyacule la fraccion espermatica y
esa la colectdbamos en el termo, esta fraccion es abundante en espermatozoides y se diferencia de
la pre-espermatica porque es de un color mas blanquecino. La colecta se realizd hasta que el
eyaculado adquiria un aspecto grumoso, lo que indicaba el inicio de la fraccion post-espermatica,
la cual no fue colectada. Era importante dejar que el verraco concluya su eyaculacion para asegurar
la calidad del semen. Una vez finalizada la colecta, el recipiente era colocado en un ambiente a

37°C en el laboratorio, y el verraco trasladado nuevamente a su area habitual.

3.3.3 Metodologia de laboratorio

Tras la colecta del semen, este se trasladaba al laboratorio, siguiendo los protocolos de
bioseguridad, tales como el uso de guantes, mascarilla y bata de laboratorio, para garantizar un
ambiente controlado durante todo el proceso. En primer lugar, se valoraban las caracteristicas
macroscopicas del semen, que incluian volumen, color, olor y aspecto. Una vez evaluadas estas

variables, se procedia a la dilucion del semen.

Para la dilucidn, se midid la concentracion espermatica utilizando el analizador de semen iSperm®,
el cual nos permitié determinar la cantidad exacta de espermatozoides presentes en el eyaculado.

Posteriormente, se media el volumen total del semen y se dividia en tres porciones iguales. Por



ejemplo, si el volumen total era de 300 ml, cada porcion era de 100 ml para su dilucion con los

diluyentes correspondientes.

Con la concentracion espermatica conocida para cada porcion de semen, se calculo la cantidad de
diluyente necesaria para obtener dosis de 100 ml que contengan un minimo de 3 mil millones de
espermatozoides. Para lograr esto, se us6 un diluyente previamente preparado, disuelto en agua
tipo II a razén de 1 litro. Sin embargo, no se utilizaba todo el litro de diluyente para cada dosis;
solo se tomaba la cantidad suficiente que, combinada con la porcion de semen, garantice que cada
dosis final de 100 ml contenga la concentracion deseada de espermatozoides. Este proceso aseguro

una dilucion homogénea y controlada del semen, lo cual fue esencial para los analisis posteriores.

Una vez diluido el semen, se dejaba reposar durante 20 minutos y transcurrido este tiempo, se
realizaba la primera evaluacion de las variables: motilidad individual, motilidad masal, morfologia
y viabilidad, de acuerdo con los métodos establecidos previamente en la medicion de estas

variables. Estas evaluaciones se llevaron a cabo desde el dia 0 hasta el dia 8.

3.3.4 Analisis estadistico

Para llevar a cabo el experimento se empled un disefio completamente al azar (DCA), utilizando
un analisis para un solo factor (ANOVA), para cada una de las variables que se utilizaron en el
proceso investigativo, previo los supuestos de normalidad y homogeneidad, para determinar la
diferencia entre las medias se emple6 el procedimiento de la comparacion multiple de LSD de
Fisher con un nivel de confianza del 95%. Para todos los andlisis se utilizd el programa estadistico

“Statgraphics Centurion XV.I.®”.
3.3.4.1 Modelo matematico
Donde: YiJk = p+ T{+Dj+ eijk

Yijk = Valor de la variable respuesta de interés medida sobre la jésima observacion a la que se

aplico el tratamiento.
n = Representa la media de la poblacion
T;= Representa el efecto de los tratamientos (1,2 y 3)

Dj= Representa el efecto de los dias de evaluacion del semen diluido (0, 1,2,3,4,5,6,7,8)



eijk = Indica el error del experimento sobre la jésima de los tratamientos a la cual se aplico el
iésimo dia.
3.3.4.2 Hipotesis

Hipotesis Nula (H0)

Con el empleo de tres diferentes diluyentes conservantes en el semen porcino no existe diferencias

en todas las variables analizadas.
Hipotesis Alternativa (H1)

Con el empleo de tres diferentes diluyentes conservantes en el semen porcino existen diferencias

en una o en varias de las variables analizadas.

IV RESULTADOS Y DISCUSIONES
4.1 RESULTADOS
4.1.1 Motilidad masal

Tabla 1. Promedios generales de la motilidad masal segin el tratamiento.

Variable T1 T2 T3 IC

MOTIMAS 0,74 « 1,85°b 1,44 ° 0,26
T1=Vitasem; T2= Androstar Plus;, T3= MR-A. MOTIMAS= Motilidad masal. IC= Intervalo de confianza. * b=

Interpretacion de la diferencia estadistica significativa p-valor < 0,05.
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Grafico 1. Promedios generales de la motilidad masal segun el diluyente.

La tabla 1 y grafico 1, muestran los promedios de la motilidad masal en los tres tratamientos,
evidenciando que T2 (1,85) present6 el promedio mas alto de motilidad masal, seguido por T3
(1,44), mientras que T1 (0,74) mostro el valor mas bajo. Existiendo diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) en la variable de motilidad masal, siendo el T1 significativamente inferior

en comparacion con T2 y T3, los cuales no difieren significativamente entre si.

Tabla 2. Promedios diarios de la motilidad masal segun el tratamiento.

Trata |Dia0| Dial |Dia2|Dia3| Dia4 | Dia5 |Dia6 |Dia7 | Dia8
T1 |3,00¢| 1,67« [1,00¢|0,67¢| 0,33« | 0,00 |0,00¢]|0,00«| 0,00¢
T2 3,00¢| 2,67% [233b11,67%| 1,67°% | 1,67 |1,33¢|1,00¢| 1,00¢
T3 [3,00¢| 2,00 200|200 1,339 | 1,00 |0,67|0,67| 0,67 ¢

IC 0,00 0,47 0,33 | 0,47 0,58 0,67 0,74 | 0,88 0,88
Dias=0,1,2,3,4,5,6,7 y 8 dias del experimento. Trata= Tratamiento. T1= Vitasem,; T2= Androstar Plus; T3= MR-

A. IC= Intervalo de confianza. @ *= Interpretacion de la diferencia estadistica significativa p-valor < 0,05.
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Gréfico 2. Evolucion diaria de la motilidad masal segun el diluyente.

En la tabla 2 y grafico 2, se observa que en el dia 0, los tres tratamientos inician con el puntaje mas
alto (3) correspondiente a una motilidad masal alta (+++) indicando que no existen diferencias
entre ellos. A partir del dia 1, se observa que T2 (2,67) presentd6 una motilidad masal
significativamente mayor que T1 (1,67), mientras que T3 (2,00) no difiri6 significativamente de
ninguno de los dos, dicha tendencia se repite en el dia4 y 5. En el dia 2 y 3, T2 y T3 presentaron
diferencias significativas frente a T1. En el dia 6, 7 y 8 no existe diferencias significativas, lo que

indica que los tratamientos se comportaron de la misma manera.

Desde un punto de vista aritmético, T2 (Androstar Plus) presento los valores mas altos de motilidad
masal en comparacion con los demds tratamientos durante todo el periodo de evaluacion, a
excepcion del dia 3, en el que T3 (MR-A) mostrd un valor ligeramente superior. T3 mantuvo
valores intermedios, mientras que T1 (Vitasem) registrd las cifras mas bajas, evidenciando un
deterioro mas acelerado a lo largo del tiempo. A partir del dia 6 no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos; sin embargo, T2 y T3 mantuvieron valores

visiblemente mas altos que T1.

4.1.2 Motilidad individual

Tabla 3. Promedios generales de 1a motilidad individual segun el tratamiento.
Variable T1 T2 T3 IC

MOTIINDI 21,85¢ 57,48 b 48,78 b 7,11
T1= Vitasem; T2= Androstar Plus; T3= MR-A. MOTIINDI= Motilidad individual. IC= Intervalo de confianza. ¢

b= Interpretacion de la diferencia estadistica significativa p-valor < 0,05.
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Grafico 3. Promedios generales de la motilidad individual segun el diluyente.
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De acuerdo con los datos presentados en la tabla 3 y grafico 3, se evidencian diferencias

estadisticamente significativas en la variable de la motilidad individual, considerando el T1

significativamente inferior en relacion con T2 y T3, los cuales no muestran diferencias

significativas entre si. Desde el punto de vista aritmético, T2 (57,48 %) mostro el valor mas alto de

motilidad individual, seguido por T3 (48,78 %), mientras que T1 (21,85 %) tuvo el valor mas bajo.

Tabla 4. Promedios diarios de la motilidad individual segun el tratamiento.

Trata | Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8
T1 | 74,00¢ | 53,00« | 35,33« | 15,33« | &,70¢ 4,00 ¢ 3,67¢ 2,00 @ 0,67 @
T2 | 84,00 | 76,00°% | 65,33°% | 64,00°% | 57,70 | 52,67° | 45,00 | 40,00 | 33,33 ¢
T3 | 79,33 73,00°% | 67,33°% | 52,33b | 46,33 % | 41,00 | 29,00¢ | 27,67 | 23,33 ¢
IC 6,41 6,41 10,24 17,25 19,85 22,34 25,36 26,28 25,19

Dias=0,1,2,3,4,5,6,7 y 8 dias del experimento. Trata= Tratamiento. T1= Vitasem; T2= Androstar Plus; T3= MR-

A. IC= Intervalo de confianza. * *= Interpretacion de la diferencia estadistica significativa p-valor < 0,05
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Grafico 4. Evolucidn diaria de la motilidad individual segun el diluyente.

En la tabla 4 y gréfico 4, se observa que en el dia 0, T1 (74,00 %), T2 (84,00 %) y T3 (79,33 %),
no presentaron diferencias significativas entre si. En el dia 1, 2 y 3; T2 y T3 mostraron diferencias
significativas en relacion a T1. En el dia 4 y 5, T2 evidenci6 una motilidad individual
significativamente mayor que T1, mientras que T3 no difirid significativamente de ninguno de los
dos. Por ultimo, en los dias 6, 7 y 8, las diferencias entre tratamientos dejan de ser significativas,
esto indica, que a partir del dia 6, la capacidad de movimiento de los espermatozoides mostr6é un
declive pronunciado en todos los diluyentes, sin que ninguno se destaque estadisticamente sobre

los demas.

Bajo un enfoque aritmético, T2 mantuvo los valores mas altos de motilidad individual a lo largo de
todo el periodo de evaluacion. T3 presentd valores intermedios en la mayoria de los dias,
especialmente entre los dias 0 y 5, pero mostr6 una disminucion progresiva en los dias posteriores.
Por su parte, T1 registro los valores mas bajos desde los primeros dias, con una caida méas acelerada

a partir del dia 2 y niveles minimos desde el dia 4 hasta el final del periodo.



4.1.3 Motilidad progresiva

Tabla S. Promedios generales de la motilidad progresiva segun el tratamiento.

Variable T1 T2 T3 IC
MOTIPRO 7,67 ¢ 17,93° | 14,11« | 3,26

T1= Vitasem; T2= Androstar Plus;, T3= MR-A. MOTIPRO= Motilidad progresiva. IC= Intervalo de confianza. ¢

b= Interpretacion de la diferencia estadistica significativa p-valor < 0,05.
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Graéfico 5. Promedios generales de la motilidad progresiva segun el diluyente.

De acuerdo con los datos mostrados en la tabla 5 y grafico 5, si existen diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre los tratamientos en la variable motilidad progresiva, siendo el T1
significativamente inferior en comparacion con T2, mientras que T3 no difirid significativamente
de ninguno de los dos. Desde el punto de vista aritmético, T2 (17,93 %) presento el valor mas alto
de motilidad progresiva, seguido por T3 (14,11 %), mientras que T1 (7,67 %) obtuvo el valor mas
bajo.



Tabla 6. Promedios diarios de la motilidad progresiva segun el tratamiento.

Trata Dia 0 Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia § Dia 6 Dia 7 Dia 8
T1 38,33 | 16,67 | 7,33¢ | 3,33« | 2,00¢ 1,00 @ 0,33« | 0,00« | 0,00¢
T2 35,67« | 25,00« | 19,67« | 18,00« | 15,67 | 13,67 | 12,33« | 10,67 | 10,67 ¢
T3 35,00¢ | 24,67 | 17,00 | 11,33 | 9,67 ¢ 9,33 ¢ 7,33 ¢ 6,67 | 6,00¢
IC 5,31 6,28 7,40 8,25 8,31 9,04 9,05 9,09 8,66

Dias=0,1,2,3,4,5,6,7 y 8 dias del experimento. Trata= Tratamiento. TI1= Vitasem; T2= Androstar Plus; T3= MR-

A. IC= Intervalo de confianza. * = Interpretacion de la diferencia estadistica significativa p-valor < 0,05.
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Grafico 6. Evolucion diaria de la motilidad progresiva segun el diluyente.

En los datos mostrados en la tabla 6 y grafico 6, se refleja que no se presentaron diferencias

estadisticamente significativas entre los tratamientos en ninguno de los dias evaluados, esto quiere

decir que, los diluyentes Vitasem (T1), Androstar Plus (T2) y MR-A (T3) se comportaron de forma

estadisticamente similar en cuanto a la preservacion de la motilidad progresiva espermatica a lo

largo del periodo de evaluacion.

Desde un punto de vista aritmético, se evidencia que T1 inici6 con el valor mas alto en el dia 0

(38,33 %), pero sufrié un deterioro acelerado, llegando a 0 % en el dia 7. En cambio, T2 y T3

preservaron niveles mas constantes a lo largo del tiempo, con T2 registrando el valor mas alto el

dia 5 (13,67 %) y manteniendo 10,67 % hasta el dia 8, por su parte T3 también conservd una

motilidad progresiva moderada, aunque inferior a T2 en los ultimos dias.




4.1.4 Viabilidad

Tabla 7. Promedios generales de la viabilidad segun el tratamiento.

Variable

T1

T2

T3

IC

VIAB

64,30 @

78,63 ®

75,63 ®

3,14

T1= Vitasem; T2= Androstar Plus; T3= MR-A. VIAB=Viabilidad. IC= Intervalo de confianza. * = Interpretacion

de la diferencia estadistica significativa p-valor < 0,05.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

%

Vitasem

Viabilidad

Androstar Plus

MR-A

Gréfico 7. Promedios generales de la viabilidad segun el diluyente.

Segun los datos mostrados en la tabla 7 y grafico 7, se evidencian diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre los tratamientos evaluados. T1 (Vitasem) presentd6 un valor
significativamente inferior (64,30 %) en comparacion con T2 (Androstar Plus) y T3 (MR-A),

cuyos valores (78,63 % y 75,63 %) indican un comportamiento superior y sin diferencias

estadisticamente significativas entre ellos.

Desde el punto de vista aritmético, el tratamiento T2 alcanzé el valor més alto de viabilidad,

seguido muy de cerca por T3. Por el contrario, el rendimiento de T1 fue considerablemente

menor.




Tabla 8. Promedios diarios de la viabilidad segun el tratamiento.

Trata Dia 0 Dia 1 Dia2 | Dia3 | Dia4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8
T1 87,67¢ | 78,009 | 73,67 | 66,00 | 63,33¢| 60,67¢ | 5533 | 4933 | 44,67¢
T2 90,33« | 87,67° | 85,67° | 82,33°%(79,00% | 7500° | 72,00° | 69,33° | 66,33°
T3 87,67 | 84,00 | 81,67° | 79,67 | 76,33 | 72,33 | 69,00 | 66,33 ® | 63,67
IC 4,61 3,52 3,69 5,28 6,04 6,89 7,57 9,32 10,54

Dias=0,1,2,3,4,5,6,7 y 8 dias del experimento. Trata= Tratamiento. T1= Vitasem,; T2= Androstar Plus; T3= MR-

A. IC= Intervalo de confianza. * = Interpretacion de la diferencia estadistica significativa p-valor < 0,05.
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Gréfico 8. Evolucion diaria de la viabilidad segun el diluyente.

Los datos de la tabla 8 y grafico 8, muestran que existen diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05) entre los tratamientos a partir del dia 1. En el dia 0, todos los tratamientos

comenzaron con valores similares de viabilidad espermatica (87,67 % para T1 y T3; 90,33 %

para T2), sin diferencias estadisticas entre ellos. Sin embargo, a partir del dia 1, T2 comienza a

destacarse estadisticamente, alcanzando el valor mas alto de viabilidad (87,67 %),

manteniéndose significativamente superior respecto a T1 y parcialmente respecto a T3 en los

dias sucesivos.

Desde el dia 2 hasta el dia 8, T2 conserva una viabilidad significativamente mayor,

estabilizadndose por encima del 66 % a lo lardo de este periodo. T3 también muestra un

comportamiento superior al de T1, aunque solo difiere estadisticamente de este en los dias 2, 3




y 4. Por otro lado, T1 muestra un descenso progresivo y continuo, alcanzando el valor mas bajo

de viabilidad en el dia 8 (44,67 %).

4.1.5 Morfologia

Tabla 9. Promedios generales de la morfologia segun el tratamiento.

Variable

T1

T2

T3

IC

MORF

57,89 @

62,17 @

59,46 ¢

3,60

T1=Vitasem; T2= Androstar Plus; T3= MR-A. MORF=Morfologia. IC= Intervalo de confianza. @ *= Interpretacion

de la diferencia estadistica significativa p-valor < 0,05.
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Gréfico 9. Promedios generales de la morfologia segun el diluyente.

Segtin los datos presentados en la tabla 9 y grafico 9, no existen diferencias estadisticamente

significativas entre los tratamientos evaluados.

Desde un punto de vista aritmético, T2 (Androstar Plus) alcanzé el mayor promedio de

espermatozoides con morfologia normal (62,17 %), seguido por T3 (MR-A) con 59,46 %, mientras

que T1 (Vitasem) obtuvo el valor mas bajo, con un promedio de 57,89 %. Sin embargo, todas estas

cifras se encuentran dentro del intervalo de confianza, lo cual confirma que las diferencias

observadas no son suficientes para establecer superioridad estadistica entre tratamientos.



Tabla 10. Promedios diarios de la morfologia segun el tratamiento.

Trata Dia0 Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 Dia 7 Dia 8
T1 77,17 | 73,67 | 68,67 |63,67|58,17| 50,83 | 47,00 | 43,17 | 38,67 ¢
T2 78,33 | 74,50 | 69,67 |66,00| 63,17 | 59,67 | 54,17 | 50,67 @ | 43,33 a
T3 78,00 | 74,00« | 68,50 |64,33¢| 60,50 | 55,50 | 51,17 | 44,50 | 38,67 @
IC 8,18 7,53 575 | 4,82 5,51 5,52 6,04 5,10 3,05

Dias= 0,1,2,3,4,5,6,7 y 8 dias del experimento. Trata= Tratamiento. T1= Vitasem,; T2= Androstar Plus;, T3= MR-

A. IC= Intervalo de confianza. * = Interpretacion de la diferencia estadistica significativa p-valor < 0,05.
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Graéfico 10. Evolucion diaria de la morfologia segun el diluyente.

De acuerdo con los datos mostrados en la tabla 10 y grafico 10, se evidencia que no existen

diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos en ninguno de los dias evaluados,

lo que indica un comportamiento estadisticamente homogéneo entre los diluyentes con respecto a

la preservacion de la morfologia. Desde un punto de vista aritmético, todos los tratamientos

comenzaron con valores similares en el dia 0 (T1: 77,17 %; T2: 78,33 %; T3: 78,00 %). Sin

embargo, T2 mostr6é una mejor preservacion morfoldgica a lo largo del tiempo, alcanzando el valor

mas alto (43,33 %) en el dia 8 seguido de T3 (38,67 %), y finalmente T1 (38,67 %), que mostrd un

descenso mas pronunciado a partir el dia 4.




4.1.6 Anomalias

Tabla 11. Promedios generales de las anomalias segun el tratamiento.

Variable T1 T2 T3 IC
COLASDO 9,54 @ 10,17 @ 11,13 @ 1,04
GOTACITOPRO 7,57 @ 6,63 ¢ 7,54 @ 0,77
GOTACITODIS 9,24 a 8,26 ¢ 7,91 @ 1,11
CABEPIRI 14,41 ° 11,63 ¢ 12,87 ab 1,26
MICROCABEZA 1,33 ¢ 1,04 ¢ 1,17¢ 0,23

T1= Vitasem; T2= Androstar Plus; T3= MR-A. COLASDO= Colas dobladas;, GOTACITOPRO= Gota
citoplasmatica proximal, GOTACITODIS= Gota citoplasmatica distal; CABEPIRI= Cabeza piriforme.. IC=

Intervalo de confianza. * = Interpretacion de la diferencia estadistica significativa p-valor < 0,05.
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Grafico 11. Promedios generales de las anomalias segun el diluyente. Leyenda: COLASDO=

Colas dobladas; GOTACITOPRO= Gota citoplasmatica proximal; GOTACITODIS= Gota

citoplasmatica distal; CABEPIRI= Cabeza piriforme.

En la tabla 10 y el grafico 10, se observan los valores promedios obtenidos de las principales

anomalias morfoldgicas espermaticas evaluadas en los tratamientos T1, T2 y T3. En general, se

observa que la mayoria de las variables no presentaron diferencias estadisticamente significativas

(p>0,05). Sin embargo, en el caso especifico de la anomalia cabeza piriforme, si se evidenciaron

diferencias significativas entre tratamientos.



En la anomalia de colas dobladas no se presentaron diferencias estadisticamente significativas, lo

cual se evidencia en los valores similares obtenidos: T1 (9,54 %), T2 (10,17 %) y T3 (11,13 %)

Las anomalias citoplasmaticas, tanto proximales como distales, también se distribuyeron
homogéneamente entre tratamientos. T1 mostrd el valor mas alto de gotas proximales (7,57 %),
mientras que T3 fue el mas bajo (7,54 %), pero sin diferencia estadisticamente significativa. Para
gotas distales, T1 presentd 9,24 %, ligeramente superior a T2 y T3, pero también sin diferencias

relevantes.

En cuanto a cabeza piriforme, T1 (14,41 %) presentd una diferencia estadisticamente significativa
con respecto a T2 (11,63 %), mientras que T3 (12,87 %) no difirié estadisticamente de ninguno de

los dos tratamientos.

Los valores de microcabeza fueron muy similares en los tres tratamientos (entre 1,04 % y 1,33 %)

y no se observaron diferencias estadisticamente significativas.

4.2 DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que Androstar Plus preserva mejor la motilidad
masal del semen porcino en comparacion con MR-A y Vitasem, lo cual es consistente con lo
reportado por Becherer et al.(36), quienes realizaron una comparacioén entre cinco diluyentes
comerciales, incluyendo Androstar Plus y Vitasem, encontrando que Androstar Plus mantuvo una
motilidad espermatica superior durante el almacenamiento a 17°C, lo que se refleja también en
nuestros resultados, ya que Androstar Plus mantuvo los valores mas altos de motilidad masal
durante el periodo de conservacion, mientras que Vitasem presentd una disminucion mas rapida de
la motilidad espermatica, lo que confirma la tendencia observada en nuestro estudio en el que

Vitasem mostré los valores mas bajos de motilidad masal.

Por otro lado, MR-A present6 un rendimiento intermedio, siendo mas eficaz que Vitasem en los
primeros dias de almacenamiento, pero inferior al de Androstar Plus con el paso de los dias, lo que
coincide con los resultados de Rugeles-Pinto et al. (32), quienes evaluaron la motilidad espermatica
del semen porcino conservado en diluyente MR-A durante cortos periodos de tiempo y encontraron
que, aunque el diluyente MR-A mantiene la motilidad espermatica de manera efectiva en los

primeros dias de almacenamiento, esta disminuye con el tiempo; esta tendencia también se reflejo



en nuestros resultados, donde MR-A present6 una motilidad masal moderada durante todo el

periodo de evaluacion, aunque no alcanzo los valores obtenidos por Androstar Plus.

En este estudio no se encontraron diferencias entre los tratamientos evaluados en cuanto a la
preservacion de la motilidad progresiva del semen porcino, sin embargo, desde un analisis
aritmético, Androstar Plus mostré una mejor conservacion de la motilidad progresiva a lo largo de
los dias, destacandose frente a los otros diluyentes evaluados en este sentido, esta tendencia ha sido
respaldada por Kaeoket et al. (37), quienes realizaron una comparacion entre seis diluyentes
comerciales, incluyendo Androstar Plus y Vitasem LD, sefialando que Androstar Plus presentd una
mayor capacidad para conservar la motilidad total, viabilidad celular e integridad del acrosoma
hasta el octavo dia de almacenamiento, lo cual valida su empleo como un diluyente confiable para
la inseminacion artificial porcina, considerando que estas propiedades se atribuyen a la
incorporacion de componentes antioxidantes, tampones estabilizadores y agentes osmoprotectores
en su formulacion, que protegen las estructuras celulares frente a los efectos negativos del

almacenamiento a largo plazo.

En relacion con la motilidad individual, el rendimiento entre Androstar Plus y MR-A se mantuvo
similar durante los primeros dias de conservacion, lo que concuerda con los hallazgos de Torres et
al. (38), quienes evaluaron el comportamiento de los diluyentes comerciales Androstar Plus, MR-
A 'y MIII durante un periodo de cuatro dias de almacenamiento; en dicha investigacion, los autores
reportaron que los diluyentes mostraron comportamientos funcionales semejantes durante ese corto
lapso, sin que se evidenciaran diferencias importantes en variables como motilidad, viabilidad e
integridad acrosomal, lo cual indicaria una eficacia equivalente en la preservacion inicial , aunque
al extender el periodo de preservacion excediendo ese umbral, como se mostrd en este estudio,
dicha estabilidad comienza a deteriorarse de manera mas evidente, reflejando que la eficiencia del
diluyente MR-A podria estar sujetas a protocolos de uso inmediato o de baja exigencia temporal,

en comparacion con diluyentes de mayor soporte como Androstar Plus.

En cuanto a la preservacion de la viabilidad espermadtica, los resultados obtenidos en nuestra
investigacion coinciden con los de Rodriguez (39), quien evalud la calidad seminal en semen
porcino refrigerado utilizando diluyentes comerciales y alternativos, entre los cuales se incluyeron
Androstar Plus, Vitasem y MR-A, reportd que Androstar Plus fue el diluyente que mejor preservo

la viabilidad espermatica en comparacién con los otros diluyentes, aunque su evaluacion se limito



a los primeros tres dias de refrigeracion, lo que también se refleja en nuestros hallazgos, donde
Androstar Plus present6 los mejores valores de viabilidad respecto a MR-A y Vitasem. Ademas,
Rodriguez observo que la viabilidad espermatica disminuye de forma progresiva con el paso de las
horas, pero se mantiene dentro de un rango relativamente amplio hasta el tercer dia, tendencia que
también fue confirmada en nuestro estudio, en el cual, a pesar de la disminucién gradual en la
viabilidad, se mantuvo un porcentaje significativo de espermatozoides viables, especialmente en
las muestras tratadas con Androstar Plus. Estos resultados coinciden con la literatura existente, que
sugiere que, aunque la refrigeracion afecta la viabilidad espermatica, la seleccion adecuada de
diluyentes puede mitigar este deterioro y favorecer la preservacion de la funcionalidad celular de

los espermatozoides.

En lo que respecta a la morfologia espermadtica, los resultados obtenidos en el estudio de Rodriguez
(39), es consistente con los de nuestra investigacion en algunos aspectos clave; tanto en su estudio
como en el nuestro, Androstar Plus, MRA, y Vitasem presentaron valores similares en los primeros
dias de conservacion, y ademds, ambos estudios no encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la morfologia espermadtica a lo largo de los dias evaluados, lo que sugiere que los
diluyentes utilizados no tienen un impacto significativo en la morfologia espermatica en términos

estadisticos.

Sin embargo, en cuanto al desempefio final, al igual que en el estudio de Rodriguez, Androstar Plus
mostrd los mejores resultados en términos de morfologia espermadtica, seguido de MRA, con
Vitasem en la Gltima posicion. Estos resultados refuerzan la idea de que Androstar Plus es eficaz

en mantener la integridad estructural de los espermatozoides, similar a lo reportado por Rodriguez.

No obstante, existen diferencias notables entre ambos estudios. En el dia 3, Rodriguez reportod
valores de morfologia espermatica de 92.66% para Androstar Plus, 91% para MRA, y 86.5% para
Vitasem. En cambio, en nuestro estudio, los valores fueron considerablemente mas bajos: 66% para
Androstar Plus, 64.33% para MRA, y 63.67% para Vitasem. Esta diferencia puede estar
influenciada por varios factores, siendo uno de los mas relevantes la variabilidad entre los verracos
utilizados en ambos estudios. Como se sabe, la morfologia espermatica esta estrechamente
vinculada a las caracteristicas genéticas de los reproductores, lo que podria haber contribuido a los

valores mas bajos observados en nuestro estudio, en comparaciéon con el de Rodriguez. Esto



subraya la importancia de los factores bioldgicos y genéticos de los animales en lugar de depender

unicamente del diluyente utilizado.

En cuanto a las anormalidades morfoldgicas, los resultados reportados por Gémez (40) , quien
evalu6 los parametros andrologicos del semen porcino utilizando dos diluyentes comerciales: MR
— Antiox y Androstar Plus, en su estudio se colectaron eyaculados de verracos de diferentes lineas
genéticas (Belga, Duroc y Duroc x Pietrain), los cuales fueron evaluados tanto macroscopica como
microscopicamente en distintos tiempos, y los resultados indicaron que no se encontraron
diferencias significativas en las anormalidades morfolédgicas entre los diluyentes evaluados, lo que
sugiere que ambos diluyentes son igualmente efectivos para preservar la calidad espermatica sin
inducir un aumento en las anormalidades espermaticas, este hallazgo es consistente con nuestros
resultados, donde tampoco se observaron diferencias significativas en las anormalidades
morfoldgicas entre los diluyentes utilizados, lo que refuerza la idea de que los diluyentes

seleccionados no afectan negativamente la morfologia espermatica.

V CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio evidenciaron que la calidad espermética del semen porcino esta
estrechamente relacionada con el tipo de diluyente utilizado durante su almacenamiento, por lo
tanto, de manera consistente, el diluyente Androstar Plus se consolidé como el mas eficiente,
logrando conservar altos niveles de motilidad masal, individual y progresiva, asi como una
viabilidad celular considerable hasta el dia 8. En cambio, MR-A mostré un desempeio sostenido,
mientras que Vitasem, aunque inicialmente funcional, present6 una disminucion rapida de eficacia

a partir del dia 3.

Se determina que los diluyentes Androstar Plus y MR-A conservan con mayor efectividad la
capacidad de movimiento masal de los espermatozoides a lo largo del tiempo de almacenamiento,

por su parte, Vitasem presentd una eficiencia mas limitada en este aspecto.

A partir del dia 6, la motilidad masal disminuy6 considerablemente en todos los tratamientos, sin
variaciones sustanciales entre ellos, lo que demuestra una pérdida generalizada de esta capacidad

funcional, independientemente del diluyente empleado.



Los hallazgos apuntan a que el uso del Androstar Plus representa una ventaja clara en la
conservacion de la motilidad individual espermatica, situandose dentro de los rangos adecuados
para la fertilizacion. Por su parte, MR-A present6 resultados funcionales aceptables, aunque con
un desempefio levemente inferior. En cambio, Vitasem podria comprometer la eficiencia
reproductiva en dosis almacenadas por mas de tres dias, debido a causa de su limitada capacidad

para mantener dicha caracteristica.

En relacion con la motilidad progresiva, se confirma la superioridad funcional de Androstar Plus,
seguido por MR-A, que presentd6 un comportamiento estable, mientras que, Vitasem mostrd un

rendimiento mas limitado entre los tratamientos analizados.

Los resultados respaldan la funcionalidad superior de Androstar Plus y MR-A en la proteccion de
la membrana plasmatica espermatica, un factor clave para preservar la fertilidad; por el contrario,

Vitasem resultaria una opciéon mas adecuada solo para periodos cortos de almacenamiento.

Se establece que Androstar Plus es el diluyente mas eficiente para mantener la viabilidad
espermatica almacenada a largo plazo, seguido de MR-A, mientras que, Vitasem, aunque funcional
en las primeras 24 horas, no se sugiere para periodos superiores a tres dias debido al deterioro

evidente de la funcionalidad celular.

Respecto a la morfologia estructural, todos los diluyentes presentaron un comportamiento
semejante durante el almacenamiento; no obstante, Androstar Plus presentd una ligera ventaja

comparativa sobre los demas.

No se identificaron variaciones evidentes entre los tratamientos en cuanto a la frecuencia de
alteraciones estructurales como colas dobladas, lo cual indica que estas podrian estar més vinculas

al tiempo de almacenamiento y a factores externos, mas que al diluyente utilizado.

En lo concerniente a la retencion citoplasmatica, los hallazgos sugieren que ninguno de los
diluyentes ejercid una influencia especifica sobre su aparicidon, no obstante, se observo que Vitasem
podria estar asociado con una mayor aparicion de ciertas alteraciones, probablemente a causa de
una menor estabilidad osmotica o a efectos indirectos sobre la integridad de la cabeza espermatica

durante el periodo de almacenamiento.

Estos resultados no solo confirman el efecto directo que ejerce el tipo de diluyente sobre la

funcionalidad del espermatozoide porcino durante el almacenamiento, sino que también brindan



fundamentos técnicos para la toma de decisiones en programas de inseminacién artificial. La
eleccion del diluyente mas adecuado, ajustado a los objetivos operativos de cada sistema de
produccién, puede optimizar el rendimiento reproductivo y disminuir pérdidas vinculadas al

deterioro espermatico.

Finalmente, los resultados de esta investigacion no solo coinciden con lo establecido en la literatura
cientifica, sino que ademas aportan informacién novedosa al comparar simultaneamente tres
diluyentes comerciales bajo las mismas condiciones experimentales. A diferencia de
investigaciones previas que evalian uno o dos diluyentes de manera aislada, este disefio
comparativo integral permite identificar con mayor claridad las ventajas y limitaciones de cada
uno. Por lo tanto, la presente tesis contribuye al conocimiento técnico sobre la seleccion de
diluyentes para la preservacion de semen porcino optimizando la eficiencia de los programas de

inseminacion artificial.

5.2 RECOMENDACIONES

1. Emplear Androstar Plus como diluyente de eleccién para programas de inseminacion
artificial que requieran la preservacion del semen por mas de cinco dias, debido a su alta

capacidad para conservar la motilidad y viabilidad espermatica a largo plazo.

2. Considerar MR-A como opcién valida para protocolos de inseminacion con duraciones
intermedias (hasta 4-5 dias), ya que mantiene un rendimiento adecuado y podria representar

una alternativa costo-efectiva en determinadas condiciones de manejo.

3. Se sugiere utilizar el diluyente Vitasem solo en inseminaciones programadas para realizarse
en un corto plazo (idealmente antes de las 72 horas post-colecta), debido a la reduccion de

la calidad espermatica a partir del dia 3.

4. Realizar un andlisis del semen diluido previa a la inseminacion, con el fin de comprobar
sus caracteristicas espermaticas y asegurar que aun cumple con los pardmetros minimos de

calidad espermatica.
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VII ANEXOS

VITASEM

LONG-TERM BOAR SEMEN EXTENDER

Anexo 2. Agua de tipo II.




Anexo 3. Solucion de eosina.

Anexo 4. iSperm mCASA.

Anexo 5. Placa térmica.




Anexo 6. Bario Maria modelo HH-2.

Anexo 9. Analisis del semen mediante el iSperm mCASA.



Anexo 10. Andlisis de anomalias en el microscopio.

Anexo 12. Envasado del semen diluido.



Anexo 13. Preparacion de los diluyentes.

Anexo 14. Reanimacion térmica del semen diluido a 37 °C.



