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RESUMEN

El semen de verraco puede ser preservado in vitro en forma liquida o congelada. El uso de semen congelado contintia siendo muy limitado
con respecto al de semen fresco diluido, debido principalmente a su baja fertilidad, como consecuencia de su sensibilidad al frio y a un mayor
costo por cada cerda que llega a parir.

En el presente texto se revisan los principios basicos para la dilucion de semen de cerdos en diluyentes de larga duracién, las
caracteristicas fisico-quimicas de los diluyentes asi como su composicién quimica. Ademas, se hace un recuento de la capacidad
fertilizadora del semen porcino conservado en diluyentes de larga duracion.

De acuerdo con la presente revision, los diluyentes Reading, Androhep y MR-A son los que parecen tener un mejor comportamiento, tanto in
vitro como en pruebas de campo y se convierten en los candidatos de eleccion para ser estudiados, bajo las condiciones de México. Ademas,
un diluyente que goza de amplia aceptacion en México, particularmente en los centros de inseminacioén artificial en la region de “El Bajio” es el
Biitschwiler o Modena Modificado, al cual por su comportamiento se le puede clasificar también como un diluyente de larga duraciéon. Sin
embargo, no existe informacién suficiente que confirme tales caracteristicas.
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IN VITRO AND IN VIVO EVALUATION OF PIG SEMEN PRESERVED WITH LONG TERM DILUENTS

SUMMARY

Boar semen may ve preserved in vitro either in liquid or frozen state. The use of frozen semen remains to be very limited with respect to diluted
fresh semen, mainly due to its low fertility, as a consequence fo its sensitivity to cold and to a major cost per farrowing sows.

In the current text basic principles for dilution of pig semen in long term diluents are reviewed, as well as its physico-chemical
characteristics and chemical composition. Moreover, a review of the fertilizing capacity of pig semen preserved in diluent of long term
length is reviewed.

According to the present review, Reading, Androhep and MR-A diluents are those showing a better performance, either in vitro or in on farm
tests and become candidates to be selected for studies under Mexican conditions. Besides, Blitschwiler or Modena Modified is greatly
accepted in Mexico, particularly in those centres of artificial insemination located in “El Bajio”, which from the point of view of its performance
can be classified as a long term length diluent. However, there are not enough information to confirm these characteristics as yet.
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INTRODUCCION

El semen de verraco puede ser preservado in vitro en forma
liquida o congelada (Paquignon y Courot 1981). El uso de semen
congelado continda siendo muyDIDUMBENTES respecto al de
semen fresco diluido, debido principalmente a su baja fertilidad,
como consecuencia de su sensibilidad al frio (Hooper et al 1986;
Rodriguez y Eriksson 1994) y a un mayor costo por cada cerda
que llega a parir.

El estrés por frio produce los siguientes efectos: reduccién en el
nimero de espermatozoides moviles; liberacion de enzimas,
movimiento de iones a través de las membranas; pérdida de
lipidos, especialmente fosfolipidos (Weitze y Petzoldt 1992) y
alteraciones del ADN. Todo lo cual probablemente explique por
qué la fertlidad y el desarrollo embrionario son afectados
negativamente, cuando se usa semen congelado.
Adicionalmente, el periodo de inseminaciéon para obtener una
fertilidad optima usando semen congelado parece ser mas corto
(Weitze y Waberski 1994), y cada coleccion rinde menos dosis
que con semen fresco (Crabo y Dial 1992).

La gran sensibilidad al frio de los espermatozoides del cerdo
impide que sean almacenados a temperaturas por debajo de los
15°C y consecuentemente, es dificil reducir su actividad
metabdlica y por el contrario se facilita el crecimiento de los
microorganismos (Weitze y Petzoldt 1992). Finalmente, los
métodos de criopreservacion actualmente no son los mas
adecuados para la produccién porcina comercial. Por esto, el uso
de semen liquido conservado a temperaturas de 15-18°C,
continda siendo el método de eleccion para la inseminacion
artificial porcina.

PRINCIPIOS BASICOS PARA LA DILUCION DEL SEMEN
PORCINO EN DILUYENTES DE LARGA DURACION

La mezcla de semen con un diluyente, permite mantener y
proteger a los espermatozoides, y conservar su fertilidad hasta
que son utilizados en la inseminacion. Otra funcion de los
diluyentes, es la de aumentar el volumen total, de tal manera que
la dosis pueda ser manejada convenientemente (Salisbury et al
1978). La funciéon de un diluyente ha sido definida por Reed
(1990) como "ser capaz de sostener a los espermatozoides en
estado viable, por un periodo de tiempo variable, para
proporcionar la aptitud de fertilizacion en una alta proporcion de
6vulos, con un minimo de dosis de esperma, al minimo costo y
riesgo de salud".

En general, para mantener un maximo de viabilidad espermatica
durante la dilucién y conservacion, deben tomarse en cuenta la
osmolaridad, el pH, la temperatura y la fuerza i6nica, de tal
manera que las diferencias de estos factores entre el semen vy la
solucion preservadora sean minimas. Adicionalmente, la
composicion del diluyente debe proveer de un sustrato de
energia, de sustancias amortiguadoras y generalmente se le
agregan agentes antimicrobianos (Watson 1990). Un elemento
que igualmente debe ser considerado es la calidad del agua ya
que a pesar de ser el mayor constituyente de un diluyente, se le
ha dado poca importancia. Asimismo, otros atributos que deben
poseer los diluyentes, son su facil preparacion, que permanezcan
estables y sean econdmicos.
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CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DE LOS
DILUYENTES

Fuerza iénica. Los espermatozoides de verraco tienen una mejor
sobrevivencia en diluyentes con relativamente baja fuerza iénica,
lo cual puede reflejar la importancia de las proteinas ligadoras de
superficie las cuales son mas facilmente solubilizadas en medios
con alta fuerza iénica (Watson 1990). Ademas, el plasma seminal
tiene una alta concentracion ionica que es estimulante del
metabolismo celular y por este motivo se colecta Unicamente la
fraccion rica del eyaculado (Rillo 1982).

Osmolaridad. Algunos diluyentes utilizados para la preservacion
de semen a largo plazo son hiperténicos (370-380 mOsmol) con
respecto al plasma seminal (304 + 7 mOsmol/kg) segun Schilling
y Vengust (1986), ya que bajo estas condiciones el
espermatozoide se deshidrata ligeramente y supuestamente se
conserva mejor. Contrariamente, algunos trabajos establecen que
la motilidad espermatica se preserva mejor en diluyentes
ligeramente hipoténicos, mientras que en otros, se indica que la
fertilidad es superior en medios isotdnicos (Stevermer et al 1964;
Dacheux et al 1979).

Los espermatozoides actuan como osmémetros ideales, es decir,
el volumen de la célula espermatica cambia linealmente como el
reciproco de la osmolaridad (tonicidad) del medio o solucion
externa (Du et al 1994); ésto es especialmente verdadero entre
osmolaridades de 210 a 1 500 mOsmol. Asi que las alteraciones
de la integridad morfoldgica y funcional espermatica se producen
en rangos diferentes a los antes mencionados, ésto es cuando la
tonicidad se desvia considerablemente de la de los
espermatozoides (Salisbury et al 1978) 6 por cambios bruscos de
presion osmotica, como cuando se someten a la congelacion
(Rodriguez et al 1995).

pH. No obstante su importancia, el pH del semen porcino
conservado en diluyentes de corta y larga duracion,
practicamente no esta estudiado. En bovinos, el metabolismo
propio de los espermatozoides genera metabolitos acidos que
crean una autointoxicacion, por lo que requieren un mecanismo
de proteccion frente a ésta; por ello se utilizan los amortiguadores
6 sustancias "buffer", ya sea como componentes menores para el
control del pH o como componentes mayores que proporcionan
tanto capacidad de tonicidad como de amortiguacion (Salisbury et
al 1978).

La generalidad de los diluyentes son amortiguados con pH entre
6.4 a 6.8 (Steinbach y Foote 1966; Watson 1990), ya que en
medios ligeramente &cidos el metabolismo celular es menos
activo; ademas se produce la disociacién del bicarbonato en CO,
que actia como inhibidor del metabolismo oxidativo (Salisbury et
al 1978).

Temperatura. Se sabe que los espermatozoides de verraco son
altamente sensibles al frio, especialmente a temperaturas por
debajo de 15°C, asi como también, a los cambios bruscos de la
misma. Por esto la dilucién debe realizarse en condiciones
isotérmicas (Flowers 1996b), ésto es, la temperatura del semen y
la del diluyente deben ser idealmente iguales. Asimismo, y de
acuerdo con Garcia (1994) y Pedersen y Borge (1995), la
temperatura al momento de la dilucién debera ser superior a
30°C; de la misma manera la disminucion de ésta a 15-18°C,
tendra que realizarse lentamente durante un lapso de 3 a 5 horas
(Garcia 1994).
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COMPOSICION QUIMICA DE LOS DILUYENTES DE LARGA
DURACION

Amortiguadores. Entre las sustancias amortiguadoras se
encuentran el citrato de sodio y el bicarbonato de sodio (Cheng
1988). Mas recientemente se han incorporado amortiguadores
organicos como el TRIS, tris-hidroximetil aminometano; el MOPS,
acido 2-N-morfolino etanosulfénico y el HEPES, acido N-2-
hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfénico. Estos compuestos han
aportado amplias posibilidades de accion amortiguadora, ya que
pueden combinarse y titularse en rangos mas amplios de pH y
osmolaridad que son relativamente inocuos para los
espermatozoides (Salisbury et al 1978).

Azucares Los azUcares mas comunes que se agregan a los
diluyentes, son la fructosa y la glucosa, siendo generalmente esta
ultima la mas utilizada. La inclusién de azicares en los diluyentes
para semen puede desempefar diferentes funciones. Se
emplean como fuente de energia, ya que las células
espermaticas la requieren para su motilidad y conservacion y
aunque los espermatozoides presentan metabolismo propio, lo
que se intenta es proteger sus reservas intracelulares (Salisbury
et al 1978). Ademas, contribuyen a la osmolaridad del diluyente,
ejerciendo una fuerza osmética sobre la membrana celular del
esperma, dependiendo de su permeabilidad (Watson 1990). Otro
azucar usado es la trehalosa, un disacarido que esta presente en
la naturaleza en altas concentraciones en algunos organismos
poiquilotermos, tolerantes al frio (nematodos que habitan el suelo
y levaduras). La trehalosa puede desempefiar un papel protector
de los espermatozoides contra el frio (Rudolph y Crowe 1985;
citados por Revell y Glossop 1989).

Proteinas. La albumina sérica bovina (BSA, siglas en inglés), es
una proteina empleada para aislar subpoblaciones de
espermatozoides con alta motilidad, y por lo tanto con alta
calidad. De esta forma se mejora la capacidad de fertilizacion o
bien se requieren pocos espermatozoides para una fertilidad
normal (Dixon et al 1980; Estienne et al 1989). Se admite que la
BSA tiene un efecto de estimulacion y mantenimiento de la
motilidad y que posee una alta capacidad de combinacién con
muchos productos metabdlicos (Weitze 1990). Se ha informado
que también tiene una propiedad antiperoxidante e inactiva los
subproductos del metabolismo espermatico y bacteriano, asi
como ser un sustrato energético (Renard et al 1995).

Aminoacidos. A algunos diluyentes producidos con base en
subproductos lacteos, se les ha agregado la cisteina, para obviar
la necesidad de hervir la leche e inactivar un factor téxico, la
lactenina. Sin embargo este aminoacido se ha incorporado aun
en ausencia de leche, sin justificacion aparente (Watson 1990).
Quiza su incorporacion se deba al hecho de que es un elemento
abundante en las protaminas (proteinas basicas), las cuales
proporcionan un grado de condensacion estable de la cromatina,
parametro valioso en la maduracion espermatica y el desarrollo
embrionario (Gonzalez-Chabarri y Rillo 1994).

Agentes microbianos. Debido a que tanto agentes patégenos
exdgenos como la microflora propia del diverticulo prepucial,
uretra y pene pueden afectar negativamente la fertilidad del
semen, es necesaria la inclusion de antibiéticos en los diluyentes.
La flora bacteriana produce toxinas, y éstas a su vez,
putrefaccién de los componentes de origen bioldgico del
diluyente. Algunos de los antibiticos mas utilizados son;
penicilina,  estreptomicina,  lincomicina,  espectinomicina,
gentamicina, polimixina B, et cetera También se han incluido
modernos antibiéticos como la amikacina y la dibekacina, este
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ultimo se ha sefialado como de mayor efectividad en la inhibicion
del crecimiento bacteriano, sin afectar la motilidad y morfologia
acrosomal (Cheng 1988). Recientemente se ha admitido que el
ceftiofur sédico ademas de suprimir el crecimiento bacteriano, no
posee efectos espermicidas (Guilmoto y Rigault 1996).

Otros compuestos y aditivos. Muchos de los diluyentes de
larga duracion contienen agentes protectores como el EDTA
(acido etilendiamino tetra acético). Este compuesto desempefia
un papel quelatante para iones divalentes, limitando el
movimiento a través de la membrana plasmatica, lo cual ocurre
con la dilucién y el enfriamiento (Salisbury et al 1978; Watson
1990). ElI EDTA, también protege contra la aminoacido-oxidasa
liberada por los espermatozoides muertos. Adicionalmente se ha
demostrado que puede estimular y mantener una mayor motilidad
del eyaculado o de espermatozoides porcinos lavados (Juang et
al 1990).

Una sustancia denominada alcohol polivinilico (PVA, siglas en
inglés) se ha empleado como substituto de la BSA, para el
mantenimiento de la motilidad, la morfologia acrosomal y la
capacidad de fertilizacion de espermatozoides de verraco
almacenados in vitro a 15°C (Cheng 1988).

En ocasiones algunos estimulantes del metabolismo son
incluidos dentro de los diluyentes de larga duracion, tal es el caso
de la cafeina, la cual estimula la motilidad espermatica, aunque
dicha actividad solo es temporal (Watson 1990).

Agua. Aunque el agua constituye el mayor elemento de un
diluyente, ha tenido poca consideracion. Actualmente no se
encuentran cabalmente delimitadas las pautas de su calidad; sin
embargo se ha encontrado que al comparar el uso de diversas
fuentes de ésta, el agua con un pre-tratamiento por medio de un
sistema de 6smosis inversa, produjo los mas altos indices de
motilidad en espermatozoides de hamster (Bavister y Andrews
1988).

En general, en los Estados Unidos de América, la calidad de
agua se clasifica en tres clases: tipo I, que es de la mas alta
pureza y se obtiene por una combinacion de desionizacion,
destilacion, filtracion y 6smosis inversa; tipo Il, es producida por
doble destilacion y tipo I, que se elabora por simple destilacion.
En un estudio realizado con diluyentes de corto plazo preparados
en los tres tipos de agua, mencionados anteriormente, se
presentaron los promedios mas altos de viabilidad y fertilidad en
los tipos | y Il, cuando el periodo de conservacion fue mayor a
tres dias, mientras que cuando el periodo de preservacion fue en
el lapso de los tres dias postcoleccion, los parametros de
viabilidad y fertilidad, no se afectaron significativamente, con
ninguno de los tres tipos de agua (Flowers 1996a, 1998). Lo
anterior puede evidenciar que cuando se va a conservar el
semen por periodos prolongados (mas de 72 horas), la calidad
del agua resulta fundamental.

Ademas de la fuente de agua, otro factor que puede influir en la
calidad de la misma, es el tiempo de conservacion de ésta, ya
que con diluyentes preparados con el agua que es utilizada
inmediatamente después de su elaboracion, se producen
mayores tasas de concepcion con respecto al agua que es
mantenida almacenada varios dias y sin abrir, tanto en
garrafones de plastico como de vidrio (Galber et al 1983). En
consecuencia, para maximizar las propiedades de conservacion,
el agua usada para la dilucion debe ser empleada rapidamente
después de su elaboracion.
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En el anexo 1 se presenta la composicién quimica de algunos
diluyentes de larga duracion, asi como sus propiedades fisico-
quimicas.

CAPACIDAD FERTILIZADORA DE LOS ESPERMATOZOIDES
CONSERVADOS EN DILUYENTES DE LARGA DURACION

Los principales diluyentes considerados dentro del grupo de larga
duracién, son: SCK-7, Zorlesco, Modena, Bitschwiler, MR-A,
Zorpva, Reading, GEPZ y Androhep. A continuacién se revisan
cada uno de ellos.

SCK-7. Fue uno de los primeros diluyentes de larga vida,
desarrollados en 1975, en la Gran Bretafia por la compafia
Livestock Development. Su composicion quimica es desconocida
para el publico y se supone que deriva del IVT (lllinois Variable
Temperature) modificado.

Se sabe que los ingredientes quimicos son disueltos en agua
destilada para elaborar cantidades de dos litros. La mitad de esta
cantidad es saturada con CO; durante 10 minutos, depositada en
botellas de plastico de 25 mL y posteriormente son selladas; la
otra mitad se mantiene sin saturar para ser usada al momento de
la inseminacion. Los resultados de un periodo de seis afios
establecen una tasa de paricion del 71.7%, la cual disminuye en
un 10% del dia 1 al dia 6. El tamafio de camada fue de 10.2, con
una reduccion de 0.7 lechones cuando el semen fue usado hasta
seis dias después de la coleccion (Hooper 1981; Weitze 1990).

La adicion de CO,, al diluyente tiene como propésito inhibir el
metabolismo y con ello prolongar la vida de los espermatozoides.
Sin embargo, ésto complica el manejo desde el punto de vista
practico, lo cual explica la escasa utilizacion de este diluyente.

Zorlesco. Este diluyente fue desarrollado en Italia por Gottardi et
al (1980), quienes consideraron que es capaz de mantener la
fertilidad de semen fresco por 10 dias. En la elaboracion de este
medio se utilizé por primera vez la BSA (Gottardi et al 1980;
Weitze 1990).

Al comparar este diluyente con el tipo Kiev, se encontré que a los
10 dias el Zorlesco mantiene una motilidad del 50.1%, valor que
debe ser tomado como el promedio minimo aceptado, aunque
espermatozoides con motilidades del 40% pudieran ser
utilizados, pero implicaria considerables riesgos bajo condiciones
practicas. Por su parte, el Kiev al dia 10, no presentdé motilidad,
alcanzando solo el 46% al segundo dia. Otra diferencia entre
ambos diluyentes, es la que se refiere al dafio acrosomal; con el
Zorlesco hay un dafio del 5 al 10% en comparacioén con el 35%
en el Kiev (Pig International 1982). Esto puede estar relacionado
con la alta concentracién de glucosa utilizada en el Kiev (60 g/L),
en comparacion con 11.5 g/L del Zorlesco (Gottardi et al 1980).
Sin embargo, en un trabajo realizado por Pérez Lys et al (1986)
donde compararon este ultimo diluyente con el MR-A, se observo
una motilidad del 10%, al dia 9 de conservacion para el Zorlesco.
Por otro lado, Cheng (1988) encontré6 mayores porcentajes de
motilidad espermatica al compararlo con el Kiev, solamente
después del tercer dia.

De acuerdo con Gottardi et al (1980), el Zorlesco ha mostrado
efectividad para prolongar la motiidad espermatica;
contrariamente, la fertilidad y prolificidad no se han logrado
sostener incluso durante los primeros dias de conservacion; asi
por ejemplo, la tasa de partos obtenida con 1 a 4 dias de
conservacion fue del 58.6%, mientras que la prolificidad fue de
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8.5 lechones. Cuando el periodo de conservacion se llevo de 5 a
8 dias, la fertilidad cayé al 43% y la prolificidad fue de 7.0
lechones. Contrariamente, cuando la inseminacion se realizé con
semen de 2 a 3 dias de edad, la tasa de partos y prolificidad
alcanzadas fueron del 73.2% y de 8.9 respectivamente. Es
evidente que no existe correlacion entre los parametros in vitro
con los resultados in vivo, ademas sobresale un descenso en la
fertilidad al avanzar el periodo de conservacién. Por otra parte, al
comparar los resultados de fertilidad en los periodos de 1 a 4
contra 2 a 3 dias de conservacion, se manifiesta que no existe
regularidad en los resultados con este diluyente, todo lo cual hace
suponer que posiblemente posee un desbalance en la
formulacién de solutos, asi como también que la baja presion
osmdtica esta afectando negativamente.

Modena y Biitschwiler. El diluyente Modena surgié al
modificarse el Zorlesco, incrementandose la proporcién de
glucosa y eliminando la BSA. Este diluyente se probd en varios
paises, con resultados diferentes a los observados en lItalia. El
Butschwiler deriva del Modena adicionando cisteina e
incrementando la glucosa (Weitze 1990). Diferentes autores han
confirmado que el Bitschwiler posee propiedades como diluyente
de larga duracién, aunque se observa una ligera reduccion en las
tasas de concepcion y paricion, 90.7 contra 81.1 al dia primero a
segundo, y del tercero al cuarto dia de conservacion,
respectivamente (Laforest y Allard 1995).

Resultados de motilidad y fertilizacion in vitro han mostrado que
con la adicién de antibidticos como la gentamicina y polimixina B,
el semen diluido en ambos diluyentes, puede ser almacenado por
7-8 dias a 10 6 15°C, sin afectar su capacidad de fertilizacion
(Sone et al 1992).

En un trabajo mas reciente se compararon parametros in vivo de
semen conservado durante 6 a 7 dias en Biitschwiler a 18 y 5°C,
este Ultimo con la adicion de lactosa y yema de huevo. Se
encontraron tasas de paricion y tamafos de camada aceptables
(85.0% y 10.4, respectivamente) para el semen conservado a
5°C y sin diferencia estadistica con respecto al almacenado a
18°C (Park et al 1995).

MR-A. Este diluyente fue desarrollado en Espafia, por Martin
Rillo (1983). Su composicion se desconoce; sin embargo, de
acuerdo con Weitze (1990), puede contener BSA, glucosa,
bicarbonato de sodio, citrato trisddico, EDTA y cisteina.

De conformidad con Pérez Lys et al (1984) en un estudio
comparativo del MR-A contra el Zorlesco, se establecié que la
motilidad observada sin cafeina fue superior para el MR-A, con
35y 15%, contra 23 y 10% para el Zorlesco en los dias 7 y 9,
respectivamente.

Los resultados de trabajo de campo en Espafia mostraron que la
tasa de paricién se mantuvo en un 76.1% al séptimo y octavo dia,
con una prolificidad de 8.5 lechones. Ello difiere de lo encontrado
por Perestrelo (1988), quién sefalé que la tasa de paricion se
mantuvo en un 73.7%, pero solamente hasta el quinto dia,
después de la coleccion. Por su parte Garcia (1994) mostrd
resultados donde la fertilidad y prolificidad fue mantenida del dia 1
hasta el 6 y 7. Respecto a prolificidad coincide con los obtenidos
por Lyczynski y Kolat (1995), con un promedio de 10.1 lechones;
sin embargo estos Ultimos autores encuentran una disminucion
en la fertiidad después del quinto dia (66.3%). La misma
tendencia fue encontrada por Laforest y Allard (1995), pero cuyo
trabajo sélo fue llevado a 3-4 dias. Adicionalmente estos
investigadores, al comparar el MR-A contra Modena y Androhep,
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no observaron diferencias entre MR-A y Androhep, mientras que
solo el Modena fue inferior a ambos diluyentes.

De acuerdo con lo anterior, es posible concluir que con este
diluyente, la fertilidad se mantiene del dia uno al cuarto y quinto,
existiendo una disminucion tanto en fertilidad como en prolificidad
después de ese momento.

Zorpva. Este diluyente fue desarrollado por Cheng (1988), con la
finalidad de sustituir la BSA usada en el Zorlesco, por el alcohol
polivinilico (PVA), debido al alto precio del primer ingrediente, lo
cual pudiera llegar a ser prohibitivo para su uso comercial. El
mecanismo de accion del PVA se desconoce; sin embargo, se
cree que ejerce una accion protectora sobre el espermatozoide,
existiendo indicios de que influye en la tension superficial.

Los trabajos iniciales con el diluyente Zorpva mostraron una
superioridad tanto en motilidad como en morfologia acrosomal
intacta al ser comparado con Kiev, Zorlesco y Zornobsa, este
ultimo contiene la misma composicién quimica que el Zorpva
excepto PVA. La motilidad de los espermatozoides al dia nueve
fue del 53, 16.9, 31.4 y 22.8% para el Zorpva, Kiev, Zorlesco y
Zornobsa, respectivamente, y la proporcién de acrosomas
normales fue del 82.1, 67.7, 73.9 y 75.9%, respectivamente. En
cuanto a la tasa de fertilizacién, se mantuvo en un 94% al dia 8 y
9 postcoleccion contra un 55% observado para el Kiev (Cheng
1988).

Estos resultados no coinciden con los encontrados por Revell y
Glossop (1989), quienes observaron que al dia 5, existe
solamente un 20% de motilidad espermatica en Zorpva, en tanto
que el niumero de acrosomas normales al dia 6 fue de 32%.
Estos resultados indican que el Zorpva no es capaz de conservar
elevadas tasas de motilidad y de morfologia acrosomal normal, al
quinto dia de conservacion. Los escasos resultados con el
Zorpva y el Zornobsa no son consistentes, por lo que se
requieren trabajos adicionales.

Reading. Revell y Glossop (1989), modificaron el Zorpva,
sustituyendo la penicilina y estreptomicina, por lincomicina y
espectinomicina, y para mejorar la preservacion de los
acrosomas, le agregaron trehalosa y cloruro de potasio. A esta
variacion del Zorpva se le conoce como Reading. Los antibiéticos
se seleccionaron sobre la base de su estabilidad en el pH del
diluyente y la compatibilidad con el resto de los componentes.
Los resultados obtenidos muestran que el Reading presentd
mayores porcentajes de motilidad al dia 4 y 6 (70 y 50%) con
respecto al Zorpva (50 y 5%). De la misma forma la tasa de
concepcion del semen diluido en Reading y Zorpva fue mayor
para el primero en el dia4 a 5 (83.3 contra 58.3%) yen el dia5 a
6 (75 contra 12.5%). Parece ser que el mayor efecto sobre la
integridad acrosomal obtenida en el Reading (75%) del dia 6 al 7,
a diferencia de la escasa preservacion acrosomal obtenida con
los diluyentes Zorlesco y Zorpva (32 y 60%), pudiera ser debido a
la adicién de la trehalosa y el cloruro de potasio (Revell y Glossop
1989). Es necesario confirmar estos resultados, ya que existen
pocos informes, sobre este diluyente.

GEPZ. El nombre de este diluyente se formé con las siglas de la
Granja Experimental Porcina Zapotitlan, dependiente de la
FMVZ-UNAM. Martinez et al (1992b) y Pérez (1989), evaluaron
este diluyente desarrollado por Becerril (2008, comunicacion
personal).

Los resultados del andlisis in vitro, indican un elevado porcentaje
de motilidad al dia 6, con respecto al BTS que se utiliz6 como
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testigo (50 contra 20%, respectivamente) y una mayor proporcién
de espermatozoides con acrosomas normales. Sin embargo,
aunque la tasa de partos se mantuvo al dia siete, ésta fue menor
que la del BTS al dia tres (76.2 contra 93.3%). En lo que se
refiere a la prolificidad, el GEPZ produjo camadas
significativamente mas numerosas, 11.23 contra 10.75 para el
testigo (BTS). Es preciso una mayor investigacion con respecto a
este diluyente.

Androhep. Este diluyente contiene BSA y un amortiguador
organico, el HEPES, el cual es relativamente inocuo (Salisbury et
al 1978).

Estudios realizados por Waberski et al (1994c) compararon la
capacidad de fertilizaciéon en los dias 2 contra 4,y 3 contra 5; asi
como la influencia de gotas citoplasmaticas con semen diluido en
Androhep y Kiev, en dos experimentos. En el experimento 1 de
este trabajo, encontraron que tanto la tasa de prefiez como el
tamafio de camada permanecieron constantes en el Androhep,
en los dias 2y 4 (785 y 77.8%; 10.2 y 10.1, respectivamente).
Por su parte el Kiev tuvo una caida en la tasa de gestacion con
respecto al Androhep al dia 4 (68.5%). La prolificidad, aunque
menor para el Kiev no fue diferente estadistcamente (9.5).
Adicionalmente hubo un efecto de semental, donde las menores
tasas de gestacion (63.7 y 61.2%), se presentaron en los
verracos con mas altos porcentajes de gotas citoplasmaticas
31.9 y 39.9% respectivamente, al dia 4 postcoleccion. En el
segundo experimento no hubo diferencias entre diluyentes en la
tasa de prefiez en ambos dias (3 y 5), mientras que el tamafio de
camada se redujo significativamente en los dos diluyentes: 10.7 y
10.9 vs 10.0 y 10.4 en los dias 3 y 5 para el Kiev y Androhep,
respectivamente.

Por su parte Laforest y Allard (1995), coinciden en que la tasa de
paricion se mantiene del dia 1 a 2 contra el 3 a 4, con 90 y
88.6%, respectivamente. Sin embargo para el caso de la
prolificidad, ésta se mantuvo constante en los mismos dias, ésto
es 11.6 y 11.6, respectivamente.

De acuerdo con los resultados previos, la capacidad de
fertilizaciéon para el Androhep puede ser mantenida por un
periodo de cuatro dias. Estos trabajos también sugieren que el
uso de verracos con control de calidad del semen, puede prevenir
la disminucién de la fertilidad en semen preservado en diluyentes
de larga duracion.

En general, para la mayoria de los diluyentes de larga duracion
las tasas de fertilidad son mayores al 70% al quinto dia de
conservacion. Sin embargo, existe un descenso en esta variable,
por debajo de los 6ptimos (>85%), incluso durante los primeros
dias de almacenamiento. En lo que se refiere a motilidad
espermatica, aunque el conjunto de los resultados coinciden en
que ésta se mantiene en rangos superiores al 50% al sexto dia
postcoleccién; parece ser que la motilidad no es el mejor
indicador para predecir la capacidad de fertilizaciéon del semen, ya
que es el que mas variacion presenta en los distintos trabajos, y
en diversas ocasiones los resultados in vitro no coinciden con los
obtenidos en las pruebas de campo. En este sentido, el proceso
fisiolégico de envejecimiento del esperma incluso durante los
primeros dias de conservacion, no se ha logrado superar, lo cual
se manifiesta como una reduccién en la capacidad de
fertilizacion.

Por lo anterior, se puede afirmar que ninguno de los diluyentes de

larga duracion existentes, aun no ha logrado cumplir con todos
los atributos que debe tener un diluyente, segun Reed (1990):
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mantenimiento de viabilidad por periodos prolongados con un
maximo de fertilidad y minimo costo; siendo necesario mejorar
las estrategias de conservacion del semen.

No obstante lo anterior, algunos de los diluyentes de larga
duracion, tal como el MR-A y el Androhep, estan siendo
comercializados en México, sin que existan trabajos previos en
este pais, que permitan fundamentar su desempefio.
Adicionalmente, en estos diluyentes la informacion es escasa,
siendo necesario confirmar sus resultados.

CONCLUSIONES

De acuerdo con la presente revision, los diluyentes Reading,
Androhep y MR-A son los que parecen tener un mejor
comportamiento, tanto in vitro como en pruebas de campo y se
convierten en los candidatos de eleccidon para ser estudiados,
bajo las condiciones de México. Ademas, un diluyente que goza
de amplia aceptacion mexicana, particularmente en los centros
de inseminacion artificial en la region de “El Bajio”, es el
Butschwiler o Modena Modificado, al cual por su comportamiento
se le puede clasificar también como un diluyente de larga
duracion. Sin embargo, no existe informacion suficiente que
confirme tales caracteristicas.
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ANEXO 1. Composicién quimica de diluyentes de larga duracion para semen de verraco (g/L). Composicion
quimica de diluyentes de larga duracion para semen de verraco (g/litro). Composicién quimica de
diluyentes de larga duracion para semen de verraco (g/L).

larga duracién para semen de verraco (g/litro).

Composicion quimica de diluyentes de
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Tipo de diluyente de semen porcino

Biitschwiler

Zorlesco  Zornobsa  Zorpva (MM) Reading Androhep MR-A
Componentes
D-glucosa 11.5 11.5 11.5 35.0 11.5 26.0 +
Bicarbonato de sodio 1.75 1.75 1.75 1.0 1.75 1.2 +
EDTA 2.35 2.35 2.35 225 2.35 24 +
Citrato sédico 11.65 11.65 11.65 6.9 11.65 8.0 +
Tris 55 55 55 5.65 55 - -
Acido citrico 4.1 41 41 3.15 41 - -
BSA, fraccion V 5.0 - - 3.0 - 25 -
HEPES - - - - - 9.0 -
Cisteina 0.07 0.07 0.07 0.054 0.07 - +
Trehalosa - - - - 1.0 - -
Alcohol polivinilico, tipo Il - - 1.0 - 1.0 - -
Cloruro de potasio - - - - 0.75 - -
Sulfato de estreptomicina 1.0 1.0 1.0 - - - -
Lincomicina-espectinomicina (1:2) - - - - 1.0 - -
Penicilina benzatinica sédica, Ul 1.000.00 1.000.00 1.000.00 - - - -
Analisis
pH 6.7 6.6 6.6 - 6.4 6.8 6.69
Presién osmética, mOsm/L 240 287 281 284 284 309 290

Elaborado a partir de Cheng (1988), Revell y Glossop (1989), Weitze (1990) y Waberski et al (1994b)
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