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Introduccion

Actualmente, el sector de la produccion ganadera esta cre
ciendo mas rapidamente que cualquier otro sector produc-
tivo y, de acuerdo con las predicciones de la FAO, en el
ano 2020 sera el sector agricola mas importante en térmi-
nos de valor anadido (FAO, 1999). La demanda creciente
de productos animales, asi como una mayor exigencia en
la calidad v seguridad de estos productos condicionarid de
forma importante los sistemas de produccion ganadera
obligando a una optimizacion y mayor rentabilizacion de
los mismos.

En respuesta a esta demanda creciente de proteinas ani-
males de alta calidad la productividad de las explotaciones
dedicadas a la produccion porcina ha aumentado de forma
significativa en las pasadas décadas y sobre todo en los ql
timos anos. Segtin un informe reciente de la FAO, en los 10
altimos anos la produccion de carne porcina se ha incre-
mentado de 89 a 104 toneladas métricas y es previsible que
esta produccion llegue a las 125 toneladas métricas en los
proximos anos (FAO, 2009). Este aumento en la efectividad
productiva de las explotaciones de ganado porcino es ¢l re-
sultado de la implementacion de nuevas tecnologias sobre
todo de aquellas relacionadas con el manejo reproductivo
de los animales (Niemann y cols., 2003; Gerrits et al., 2005)
En este sentido, estudios recientes senalan que la aplica-
cion de este tipo de tecnologias jugard un importante papel
en el futuro de la industria porcina, no solo para produc-
cion de alimentos sino también para la mejora en la calidad
de los productos, para el incremento en la salud y bienestar
de los animales y también para la reduccion en el impacto
medioambiental de las explotaciones.

El principal objetivo de estas técnicas reproductivas,
entre las que destaca la inseminacion artificial (TA), es au-
mentar la eficiencia reproductiva de la explotacion, asi co-
mo acelerar los beneficios derivados de la introduccion de
programas de mejora genética contribuyendo a un incre-
mento en los rendimientos del sector productivo porcino
Ademas la utilizacion de estas técnicas permite la disemi-
nacion y conservacion de recursos genéticos de gran valor
(FAO 1999 y 2008; Niemann y cols., 2003).

Sin duda alguna la 1A es el ejemplo mas claro de la uti-
lidad de la aplicacion prictica de métodos de manejo re
productivo en el sector productivo porcino, pudiendo ser
definida hoy en dia como un procedimiento industrial de
amplia utilidad a nivel mundial. El gran desarrollo que ha
sufrido esta practica es debido, sin duda, a la serie de ven
tajas que supone su utilizacion tanto para la explotacion
porcina como para el productor.

Antecedentes de la IA en el ganado porcino

La inseminacion artificial puede ser definida como el proce-
dimiento mediante el cual es posible recolectar semen de
un macho probado de alta calidad, analizarlo, diluirlo y con-
servarlo, para ser aplicado en el tracto genital de la hembra,
en el momento adecuado, usando medios mecanicos.,

La IA en la especie porcina comenzo a practicarse en
Rusia en los anos 30 de la mano de Ivanow (Ivanow 1907
y 1922), extendiéndose su uso en las granjas de este pais
en los siguientes anos (Rodin y Lipatov, 1935; Milovanow,
1938). La técnica fue introducida en Europa hacia la mitad
del siglo XX, gracias, en gran medida, a las experiencias
realizadas por del ingles C. Polge ( Polge, 1956), incremen-
tindose su uso practico v comercial a nivel de granja du
rante los anos 1960-1970. Durante estos anos se desarro-
llaron dispositivos que facilitan la realizacion del procedi-
miento como es el caso de catéter en forma de espiral cre-
ado por Melrose v Cameron. Paralelamente durante estos
anos se¢ produce también el desarrollo de diluyentes espe-
cificos para semen de porcino, asi como de métodos ade-
cuados para la extraccion y procesamiento del semen. Fi-
nalmente, es a partir de los anos 80-90 cuando ¢l uso pric-
tico y comercial de la 1A cobra importancia a nivel de las
explotaciones, gracias a que en esta década es cuando
aparecen los protocolos de evaluacion de calidad seminal
y se realizan estudios con el objetivo de mejorar el proce-
dimiento de IA mediante el diseno de nuevos métodos de
recoleccion del semen y mejora de los protocolos de inse-
minacion para su adecuacion en condiciones comerciales
(revisado por Johnson y cols., 2000).

Situacion actual de |a IA en el ganado porcino

Desde sus inicios hasta la actualidad el empleo de la 1A en
ganado porcino ha experimentado un gran desarrollo de-
bido a las numerosas ventajas que presenta tanto a nivel
sanitario como zootécnico, y de manejo de la explotacion
(vertabla 1)

La introduccion de la IA ha permitido disminuir el nu-
mero de verracos en las granjas va que donde antes eran
necesarios 40-50 verracos para cubrir 1000 hembras en
monta natural, hoy en dia gracias a la IA son necesarios
tan sOlo unos 10, Este hecho hace posible la aplicacion de
criterios mas estrictos a la hora de seleccionar los machos
reproductores de nuestra explotacion y como resultados
de esta mejor seleccion un mayor progreso genético con
una mejor calidad del producto final. Con la LA. vamos a
disminuir el riesgo de transmision de enfermedades v po-
demos tener un mayor control sanitario mejorando el trata-
miento individual del verraco. Otras ventajas de manejo
que presenta el empleo de la LA, en nuestra granja es que
podemos disminuir el tiempo empleado en realizar las cu-
briciones y vamos a evitar ¢l estrés de los animales (por
movimientos de hembras, machos...). Todo ello nos va a
proporcionar una disminucion en los costes de produc-
cion, una mayor productividad y una produccion unifor-
me, homogénea y de alta calidad genética

Sin embargo y a pesar de las numerosas ventajas que
presenta la utilizacion de la IA, también existen algunos in-
convenientes en su aplicacion. Uno de estos inconvenien-
tes es que se requiere un nivel de manejo mas alto que en
monta natural, Debido a que este procedimiento implica la



VENTAJAS ZOOTECNICAS

1.-| Disminucion del nimero de verraco por granja con el consecuente
ahorro de espacio y costes de mantenimiento
2.-| Rapida difusion del progreso genético debido al uso de sementales de
mayor valor genélico

3.- | Produccién y envio al matadero de lotes de animales mas homogéneos
Mejor precision en la evaluacion del valor genético de cada verraco

4- debido al aumento en el nimero de concepciones por semental

5.- lincremento en la intensidad de seleccion de los machos debido a que la|

reduccion en su ndmero permile ser mas estricto

Lol

Permite reducir en nimero de espermatozoides por cubricidn sin
comprometer la tasa reproductiva

7.-] Permite controlar la calidad espermadtica de los verracos y la rapida
deteccion de machos infértiles

VENTAJAS SANITARIAS

1- Reduccion del riesgo de transmision de enfermedades
infectocontagiosas por via sexual

2.- Reduccion de la entrada de animales del exterior y por tanto de la
posibilidad de entrada de enfermedades

VENTAJAS DE MANEJO

1- Facilita el manejo por bandas

2- Ahorro tiempo y trabajo ya que evita el desplazamiento de los
reproductores

3.- | Elimina los problemas relacionados con 1a incompalibiigad de lamarno

de los reproductores

Tabla 1. Relacion de ventajas derivadas de la aplicacion de la inseminacion
artificial en las explotaciones porcinas

recogida, dilucion y preparacion de las dosis de 1A existe
mayor oportunidad de que ocurran errores humanos que
con la monta natural. La obtencion de tasas de concepcion
Optimas y camadas numerosas implica la realizacion de la
[A de forma correcta y en el momento oportuno siendo de
extrema importancia una correcta deteccion del celo. Es
imporante destacar que cuando se realiza un estricto con-
trol tanto de la manipulacion del semen como del manejo
reproductivo de la explotacion la IA puede ofrecer resulta-
dos extraordinarios comparables a los obtenidos por mon
ta natural en cualquier explotacion porcina

En la actualidad la inseminacion artificial es una técnica
que ha intensificado su uso principalmente en paises con al
to desarrollo tecnologico. Su aplicacion en Europa ha tenido
un importante papel en la mejora de la produccion porcina
desde hace unos 35-40 anos (Gerits y col., 2005) v ha susti
tuido casi totalmente a la monta natural en muchos paises
curopeos como es el caso de Espana, Alemania, Francia o
Noruega entre otros. El incremento en la utilizacion de este
meétodo a nivel europeo ha sido de un 85 a un 90 % en anos
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recientes v a nivel global. en la actualidad, mas de 25 millo-
nes de inseminaciones artificiales en ganado porcino son re-
alizadas en todo el mundo (Martinez et al., 2005; Vizquez ¢t
al., 2008). Segin Johnson v colaboradores (2000) la mavoria
de las 1A, son realizadas con semen refrigerado conservado
entre 15-20 °C y mas de un 85% de las mismas se realiza el
mismo dia de la extraccion del semen vy la preparacion de
las dosis 0 en las 24 horas siguientes. A este gran desarrollo
en la utilizacion de la 1A contribuye sin duda ¢l hecho de
que es una herramienta de gran utilidad para la disemina-
cion de genética de alta calidad de una forma rentable v
tambien el hecho de que los resultados obtenidos igualan o
incluso mejoran los obtenidos en sistemas tradicionales con
monta natural (Turba y cols., 2007)

Seleccion de verracos para IA. Entrenamiento de los verracos y
obtencién del eyaculado. Caracteristicas del eyaculado. Con-
trastacion seminal: métodos convencionales y avanzados.
Preparacion de las dosis de IA.

Seleccion de verracos Para IA
La seleccion de los verracos para 1A es de gran importan
cia, ya que el impacto de su genética en la descendencia
es mucho mayor que el de una hembra. Las diferentes ra-
zas y lineas gendéticas de porcino presentan aptitudes pro-
ductivas diferenciadas. Existen “razas maternales”, como la
Yorkshire, Large White o Landrace que se emplean para
mejorar la fertilidad y la capacidad de lactacion de las
hembras de la explotacion.

Por otro lado, existen razas como la Hampshire, Duroc
o Pietrain que se utilizan por su conformacion para mejo-
rar la conformacion carnica de la descendencia. En este
caso, las caracteristicas que se suelen tener en cuenta para
seleccionar las lincas de machos son: la ganancia de peso
diario, espesor de la grasa dorsal, conformacion y aspecto
fisico. Los verracos para IA se seleccionarian en primer lu-
gar por sus aptitudes productivas teniendo en cuenta que
estén libres de enfermedades, su estado fisiologico general
y sus parametros reproductivos.

El protocolo de valoracion de los verracos para IA ten-
drd en cuenta los siguientes parametros:

Inspeccion fisica del verraco

La condicion corporal debe ser adecuada, para machos de
9 meses de edad el peso deber ser de unos 170 kg aproxi-
madamente, En el caso de verracos para [A es fundamental
la conformacion de las pezunas, quc los .lplnm( IS sedn Co-
rrectos v que se descarte cualquier tipo de cojeras. El exa-
men del aparato genital es de gran importancia. Los testi-
culos de los machos jovenes deberin tener como minimo
una longitud de 8 cm v un didmetro de 5 cm. Los testiculos
deberin ser simétricos, siendo la diferencia de sus diime-
tros inferior a 1 ¢em. La consistencia de los testiculos debe
ser firme y que no se muevan libremente en el escroto. Se
examinarin ademis el pene v el prepucio para comprobar
que esten libres de lesiones.

Libido

Se valora en funcion del tiempo que tarda el verraco en re
alizar la monta en el maniqui desde que entra en la sala de
recogida. Se considera que un verraco tiene una libido ex-
celente cuando muestra interés por el maniqui y tarda me-
nos de 3 minutos en realizar la monta
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reproduccion

') Comportamiento durante la coleccion del eyaculado:
Es importante evaluar el comportamiento sexual del verra-
co durante la recogida del eyaculado. Los verracos con un
comportamiento éptimo son aquellos que permancen
tranquilos, no intentan bajarse del maniqui antes de tiem-
po y tardan en eyacular mis de 5 minutos.

Calidad del eyaculado:

Para la evaluacion de la calidad del eyaculado se emplea-
rin varias técnicas de contrastacion seminal, ya que no
existe una prueba laboratorial que valore por si sola la ca-
lidad de un eyaculado. La valoracién de la calidad seminal
del verraco deberd incluir un minimo de 6 eyaculaciones
consecutivas (1/semana). En los siguientes apartados des-
cribiremos algunas de las técnicas de contrastacion semi-
nal que se pueden emplear para evaluar un eyaculado.

Los requerimientos minimos para que un eyaculado
pueda utilizarse para la preparacion de dosis de 1A son:
Una motilidad progresiva de al menos un 60-70%, un por-
centaje de formas anormales inferior al 30%, una cantidad
de espermatozoides total de 30-60 x 109 segin la edad y la
frecuencia de utilizacion del verraco, y una buena capaci-
dad de conservacion (mis de un 60% de motilidad progre-
siva y un 65% de acrosomas normales después de 48 horas
de refrigeracion).

Todos los verracos deberan pasar un periodo de cua-
rentena y aclimatacion de unos 45-60 dias al llegar a una
nueva explotacion, y empezarian su actividad reproductiva
a los 8 meses de edad una vez finalizado su periodo de en-
trenamiento.

Entrenamiento de los verracos y obtencion del
eyaculado

El sistema de recogida del eyaculado de los verracos para
la IA consiste en que el macho realice la monta en un po-
tro © maniqui. La coleccion del eyaculados se realiza me-
diante es el sistema manual o de mano enguantada, ya que
la presion es el principal estimulo para desencadenar la
eyaculacion en el verraco (Hafez, 2000). El objetivo del en-
trenamiento de los verracos jovenes, es que aprendan a re-
alizar la monta en el potro y un operario pueda colectar el
eyaculado.

El entrenamiento de los verracos comienza cuando
éstos alcanzan la pubertad (aproximadamente a los 6-7
meses de edad), no antes de los 6 meses ni después de
los 10 meses de edad. Es recomendable que el entrena-
miento lo realice la persona encargada del manejo de los
verracos. El entrenamiento generalmente consta de dos
o tres sesiones al dia de no mas de 15-20 minutos, prefe-
riblemente a primera y tltima hora del dia, evitando la
hora anterior y posterior a la comida. Se puede comen-
zar el entrenamiento introduciendo un potro mévil en la
verraquera o directamente en la sala de recogida. El po-
tro emula el comportamiento de la cerda en celo (“refle-
jo de inmovilidad™). La altura del potro no deberia ser
mayor que la distancia desde el suelo a los ojos del ve-
rraco. El potro debe ser resistente, romo, forrado de cue-
ro o un material similar, sin imperfecciones o roturas que
puedan lesionar al macho durante la monta. Es impor-
tante que el suelo de la sala de recogida sea antidesli-
zante para evitar caidas.

La monta del verraco puede estimularse impregnando
el potro con orina y/o semen de otros verracos, orina de

cerdas en celo o feromonas sintéticas. El verraco también
se estimula viendo la monta de otros verracos 0 con masa-
jes en el prepucio. El entrenamiento puede durar de uno a
dos meses y lo habitual es que la primera monta se efectie
los primeros 7-15 dias. Los primeros eyaculados que se ob-
tienen durante el periodo del entrenamiento se someterin
a una evaluacién completa para determinar su calidad.

Se considera que la calidad seminal de un verraco jo-
ven ha sido evaluada cuando se completa el examen de 6
eyaculaciones consecutivas. Aproximadamente los verra-
cos comenzarin a emplearse para IA a los 8 meses de
edad. El verraco es un macho que expulsa grandes canti-
dades de espermatozoides en cada eyaculacién, por lo
que agota la reservas epididimarias muy ripido. Por ello se
recomienda realizar una Unica recogida de eyaculado por
dia y respetar un periodo de reposo sexual de dos a tres
dias entre eyaculaciones.

Caracteristicas del eyaculado
Normalmente los verracos alcanzan la pubertad como me-
dia a los 7 meses de edad (5-8 meses), al alcanzar un peso
entre 70-120 kg, aunque no adquieren el maximo de ferti-
lidad hasta los 12-18 meses. La pubertad se manifiesta por
el desarrollo del aparato genital, el comportamiento sexual
y la presencia de espermatozoides maduros. La esperma-
togénesis es el proceso mediante el cual una célula germi-
nal llamada espermatogonia dard lugar a espermatozoides.
Este proceso dura en el verraco aproximadamente 34 dias.
El eyaculado de verraco comienza a tener unos parime-
tros de calidad aceptables alrededor de los 8 meses de edad
(siempre que se hayan obtenido unas 6-7 eyaculaciones con
anterioridad), aunque no adquieren el miximo de fertilidad
hasta los 12-18 meses. La eyaculacion del verraco es trifdsica.
El eyaculado consta de una fraccion preespermitica, una
fraccion espermitica y una fraccién posespermatica. La frac-
cion espermitica es la que presenta mayor cantidad de es-
permatozoides, y es la parte del eyaculado que se recogerd
para preparar las dosis de IA. Las otras dos fracciones estin
constituidas principalmente por plasma seminal. La fraccion
posespérmatica o tapioca contiene una sustancia gelatinosa
producida por las glindulas de Cowper, cuya funcion es ta-
ponar el cuello uterino en la monta natural para evitar el re-
flujo del eyaculado (Hafez, 2000). Al obtener el eyaculado
para IA se colocara una gasa a modo de filtro en el recipien-
te de recogida para eliminar la tapioca. Las caracteristicas del
eyaculado de verraco se representan en la tabla 2.

Evaluacion de la calidad del eyaculado: contrastacion
seminal

La contrastacion del semen en el laboratorio es fundamen-
tal para evitar problemas de fertilidad en la explotacién.
Aunque la contrastacion seminal no sirve para predecir con
exactitud la fertilidad espermatica, la informacién que
aporta junto con los eximenes clinicos vy las fertilidades ob-
tenidas en inseminaciones previas, nos permiten determi-
nar la validez de un verraco como reproductor. Hay que te-
ner en cuenta que a pesar de que un verraco se considere
6ptimo para IA existen muchos factores que pueden afec-
tar a la calidad de su semen, por lo que la contrastaciéon ru-
tinaria del semen es el Ginico método para evitar un descen-
so en la fertilidad como consecuencia de un descenso en la
calidad del semen. Las técnicas empleadas para la contras-
tacion seminal sufren un continuo desarrollo, con el fin de



CARACTERISTICA

Volumen del eyaculado (ml) 150-200
Concentracion de espermatozoides (millones/mi) 200-300
Espermatozoides totales (miles de millones) 30-60
Motilidad espermitica (%) 50-80
Espermatozoides morfolbgicamente normales (%) 70-90
Proteinas (g/100 ml) 37
pH 7'3-7'8
Fructosa (mg/100 ml) 9
Sorbitol (mg/100 ml) 6-18
Acido citrico (mg/100 ml) 173
Inositol (mg/100 ml) 380-630
Glicerilfostorilcolina (mg/100 ml) 110-240
Ergotioneina (mg/100 ml) 17
Sodio (mg/100 ml) 587
Potasio (mg/100 ml) 197
Calcio (mg/100 ml) 6
Magnesio (mg/100 ml) 5-14
Cloro (mg/100 ml) 260-430

Tabla 2. Caracteristicas seminales y componentes quimicos del semen de
verraco (adaptado de HAFEZ ESE. 2000)

buscar la prediccion mas fiable para la fertilidad. Existen
una gran variedad de técnicas que se pueden emplear para
determinar la calidad del eyaculado, sin embargo no todas
ellas se pueden aplicar de forma rutinaria en los centros de
IA, bien por su complejidad o por su coste.

Metodos convencionales de contrastacion seminal

Los métodos convencionales de contrastacion seminal
consisten en una bateria de pruebas faciles de realizar y de
coste relativamente bajo que permiten las caracteristicas
de un eyaculado. La contrastacion rutinaria incluye un exa-
men macroscopico para evaluar del color, volumen total,
olor, pH del eyvaculado y un examen microscopico que es-
tudie la motilidad, morfologia y viabilidad espermaticas
(Foxcroft y cols., 2008).

La produccion espermitica determinada en funcion del
volumen total del eyaculado y concentracion espermatica
€s un parimetro importante para determinar ciertas pato-
logias seminales. Sin embargo, es muestras no patologicas,
¢l ndmero total de espermatozoides presentes en el eyacu-
lado presenta una escasa correlacion con la fertilidad vy el
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tamano de camada. Los procedimientos mds utilizados
para determinar la concentracion espermitica las cimaras
de recuento celular y la espectofotometria (Gonzilez-Ur-
diales vy cols., 20006).

La motilidad espermitica es una caracteristica impor-
tante para evaluar la capacidad de los espermatozoides pa-
ra moverse a través del aparato genital femenino. La moti-
lidad es también una medida indirecta de la viabilidad es-
pernyitica. El andlisis subjetivo de la motilidad es uno de
los mas utilizados por su sencillez, consiste en colocar una
gota de la muestra en un portaobjetos previamente atem-
perado y visualizar la muestra en el microscopio a 100 au-
mentos. Se valorarid el porcentaje de espermatozoides mo-
tiles, asi como la calidad de su movimiento en una escala
de 0 a 5 (Gonzilez-Urdiales y cols., 2006). Actualmente se
emplean cada vez mis los métodos objetivos de analisis
de la motilidad asistidos por ordenador (sistemas CASA;
Soler y cols., 2006). Se ha sugerido (Flowers, 1997) que ¢l
porcentaje de la motilidad es atil para estimar la capacidad
fecundante de un verraco cuando su valor es inferior al
60%. Xu y cols. (1998) no encontraron correlacion entre la
motilidad espermitica y el tamano de camada de cerdas
destetadas inseminadas con dosis entre 2 y 3 x 109 esper-
matozoides. Sin embargo, Tardif y cols. (1999) mostraron
que existe existe una alta correlacion entre la motilidad y
la tasa de partos cuando se emplean dosis de 1A de ('3 x
109 espermatozoides. Estos datos muestran que quiza la
elevada concentracion espermatica de la dosis empleadas
para IA enmascara el efecto de la motilidad sobre la capa-
cidad fectindate de los espermatozoides.

La morfologia espermatica es otro parimetro interesan-
te que generalmente se evaltia en la contrastacion rutina-
ria. Se ha descrito que ciertas morfoanomalias espermati-
cas estan relacionadas con casos de infertilidad (Bonet y
Briz, 1991). Ademas, el estudio de las morfoanomalias es-
permiticas nos puede indicar si existe una sobreutilizacion
de los verracos. Para la evaluacion de la morfologia esper-
mdtica se pueden emplear tinciones y observar los frotis
en campo claro o bien, evaluar las muestras espermaticas
fijadas con un microscopio de contraste de fases (Gonzi-
lez-Urdiales y cols., 2006). La evaluacion morfolégica del
acrosoma requiere la valoracion de las muestras con un
microscopio de contraste de fases.

La viabilidad espermitica se evaliia mediante tinciones
que detectan la integridad de la membrana. La contrastacion
rutinaria incluye generalmente tinciones vitales como la eosi-
na-nigrosina o tripan azul (Gonzalez-Urdiales, 2006) o tincio-
nes con fluorocromos permeables tales como el SYBR-14.

Weétodos avanzados de contrastacion seminal

Los parimetros seminales que se evaliian en el espermio-
grama clasico, tales como la motilidad, morfologia y con-
centracion espermaticas, no son suficientes para detectar
pequenas alteraciones que se producen cuando los esper-
matozoides se someten a tecnologias tales como la crio-
preservacion o la separacion espermdtica. Actualmente
existen andlisis de la funcionalidad espermatica que per-
miten la deteccion de cambios fisicos y bioguimicos muy
rempranos que lienen illg.lr en los R.'?'\P('l'l]]‘.l[lP?,Ulkll.‘\ v que
posteriormente dardn lugar a cambios mis graves en su
viabilidad. Estos test funcionales incluyen el estudio de la
cinemdtica de los espermatozoides y de subpoblaciones
espermaticas con sistemas CASA, evaluacién de cambios |,
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en las membranas, determinacion de dano en la cromati-
na, integridad del ADN vy estudio de las interacciones es-
permatozoide-ovocito y espermatozoide-oviducto entre
otros (Holt y cols., 2007; Silva y Gadela, 2006; Petrunkina y
cols., 2007).

Los sistemas CASA se emplean a nivel comercial para
el analisis rutinario de la motilidad, ya que determinan de
manera objetiva la motilidad v la calidad del movimiento
espermitico (Didion, 2008). Actualmente los datos obte-
nidos con los sistemas CASA se emplean para diferenciar
subpoblaciones espermiticas mediante un andlisis de al-
goritmos de tipo “cluster”, este nuevo sistema de analisis
de la motilidad ofrece mas informacion acerca de la rela-
cion entre motilidad espermatica, calidad espermatica y
fertilidad. Otro de los sistemas empleados para estudiar
las subpoblaciones espermaticas es el andlisis de la mor-
fometria asistido por ordenador (sistemas CASMA). Se ha
demostrado que la distribucion de las subpobliaciones es-
tablecidas mediante los estudios de morfometria estin re-
lacionadas con la fertilidad (Saravia v cols., 2007). Otro
parimetro relacionado con la morfologia espermaitica
que ha sido objeto de estudio recientemente es el volu-
men celular (Petrunkina y cols., 2007) que parece guar-
dar una estrecha relacion con la funcionalidad de la
membrana espermatica

La membrana citoplasmaitica de los espermatozoides
es una de las caracteristicas espermiticas mis estudia-
das. La integridad de la membrana espermitica se evalua
mediante el empleo de tinciones con fluorocromos per-
meables tales como el SYBR-14 (Silva vy Gadella, 20006).
Aunque la evaluacion de la viabilidad espermatica es
una técnica rutinaria para el andlisis de la calidad esper-
matica, estas tinciones no pueden detectar cambios su-
bletales en los espermatozoides que ocurren principal-
mente en los espermatozoides sometidos a tecnologias
reproductivas, La célula espermaitica puede sufrir una se-
ric de cambios parecidos a la capacitacion espermitica,
0 envejecimiento prematuro similares al fenomeno de la
apoptosis (Pena y cols., 2008). Estos cambios implican
una desestabilizacion de la membrana espermitica que
puede detectarse estudiando desordenes en los lipidos
con el fluorocromo merocianina-540 (Harrison v Gade-
lla, 2005; Gurthrie v Welch, 2005) o evaluando asimetrias
en la membrana por el cambio de posicion de la fosfati-
dil serina con el Annexin-V (Pena y cols., 2003). Los
cambios tempranos en la permeabilidad de la membrana
pueden monitorizarse también con el fluorocromo YO-
PRO-1 (Pena et al., 2005).

La integridad de las mitocondrias y la funcionalidad es-
tin claramente relacionadas con la viabilidad v la motili-
dad, v es uno de los parametros que pueden indicar danos
tempranos en la integridad de los espermatozoides. Las
mitocondrias se evalian midiendo el potencial de la mem-
brana mitocondrial interna con fluorocromos como el JC-1,
Mitotracker green y mitotracker deep red (Guthrie y
Welch, 20006: Bussalleu y cols., 2005; Hallap y cols., 2005).
Existen otros analisis se pueden realizar para estudiar la
funcionalidad espermatica tales como la determinacion de
la concentracion de calcio intracelular (Caballero y cols.,
2008), estimulando la fosforilacion de la tirosina proteica
(Pichler y cols., 2000) o detectando la presencia de caspa-
sas activadas (Moran y cols., 2008) y los niveles de sustan-
ciis oxigeno reactivas (Guthrie v Welch, 2006).

Los cambios en la estructura de la cromatina y la
integridad del ADN se han relacionado con infertilidad
en diferentes especies de mamiferos. El test de la estruc-
tura de la cromatina (SCSA), el test cometa (comet assay)
v la prueba de la dispersion de la cromatina son algunas
de las téenicas que se aplican actualmente para estudiar
la fragmentacion del ADN de los espermatozoides de
VErrico.

Otras de las pruebas que se pueden emplear para re-
alizar un estudio mis detallado de la capacidad fecun-
dante de los espermatozoides son los test in vitro de
union a la zona pelacida, las pruebas de union al epite-
lio del oviducto (Petrunkina y cols., 2007; Wabersky y
cols., 2003), los test de penetracion in vitro con ovocitos
inmaduros o las pruebas de produccion in vitro de em-
briones (Rodriguez-Martinez, 2003). En porcino, se ha
demostrado que los resultados obtenidos en el test ho-
mologo de penetracion in vitro con ovocitos inmaduros
proporcionan una buena prediccion sobre la capacidad
fecundante de los espermatozoides de verraco (Martinez
y cols., 1993, 1996). Aunque otros pariametros tales como
la tasa de formacion de pronucleos y el desarrollo em-
brionario temprano obtenidos en las pruebas de produc-
cion in vitro de embriones, podrian ser de interés para
determinar la capacidad fecundante de una muestra es-
permitica, las alta incidencia de polispermia en la espe-
cie porcina hace que resulta en una baja eficiencia de es-
tos sistemas para producir embriones viables, hace que
sea dificil el uso de estos parimetros para predecir la fer-
tilidad del semen (Gil y cols., 2005).

Preparacion de las dosis seminales. Diluyentes
esperméticos

Una vez recogido y contrastado, el evaculado se debe di-
luir con el fin de aumentar el volumen del mismo hasta
conseguir las dosis necesarias, Esto debe de hacerse de
forma que se preserven las caracteristicas funcionales de
las células espermiticas y manteniendo un nivel de fertili-
dad adecuado durante el mavor tiempo posible.

Para llevar a cabo su mision el diluyente debe:

v Aportar los nutrientes adecuados para el mantenimien-
1o metabolico de la célula espermitica (glucosa, fructo-
sa, lactosa, sacarosa).

sMantener ¢l pH del medio (bicarbonato, TRIS, HEPES) v
la presion osmatica (sales NaCl, KCD.

sImpedir la proliferacion de gérmenes (antibioticos).

En los dltimos anos se han realizado importantes avan-
ces en los diluyentes empleados para la conservacion de
los espermatozoides con el fin de mantener su capacidad
fecundante intacta durante el maximo tiempo posible (Ta-
bla 3). Actualmente, aunque no es habitual en las explota-
Cit nes, l( S l'h]‘t'r”hl[()/ﬁ]il.lk"'\ I‘U('(lk‘n CONSErvVIarse ¢n l](.'ll_'r
minados diluyentes por mis de 5-6 dias a 17°C,

El volumen de las dosis de inseminacion tradicional os-
cila entre 80 y 100 ml, realizindose siempre un grado de
dilucion inferior a 1:20 y siendo el ntimero de espermato-
zoides por dosis de alrededor de 3000 millones, Tanto el
semen como el diluyente deben estar a la misma tempera-
tura en el momento de realizar la dilucion. Las dosis semi-
nales se pueden utilizar como semen fresco, cuando son
utilizadas inmediatamente o a las pocas horas de efectuar
la dilucion o como semen refrigerado utilizando una tem-
peratura de conservacion de 15- 17°C.



Glucosa 37 3 60 15 115 115 27’5 26
Citrato Sddico 6 24'28 37 11'7 11'65 11'65 6'9 8
EDTA, disddica 1'25 37 23 2'35 2'35 2'35 24

Bicarbonato sédico 125 24 172 1'25 175 1'75 1 12
Cloruro potasico 075 03
Acetil-cisteina 005
HEPES 95
BSA 5 2’5
TRIS 6'5 5'5 55 5'65
Acido citrico 41 41 4" 2'9
Cisteina 01 07 07 005
Trealosa 1
PVA 1 1

Tabla 3. Composicion (en g/L) de los diluyentes habitualmente utilizados para diluir y conservar semen de porcino en refrigeracion (17°C)

Inseminacion en la hembra. Deteccion del celo. Diagndstico
de Ia ovulacion. Inseminacion tradicional cervical

Deteccion del celo en la hembra

La deteccion del celo de las hembras a inseminar es uno
de los pilares fundamentales de la 1A, debido a la estre-
cha relacion entre el momento de la ovulacion y el inicio
del celo. Para la deteccion del celo en la cerda se pue-
den utilizar diversos métodos que varian en cuanto a su
exactitud:

v Observacion de los signos externos. Se basa en la ob
servacion del edema y de la hiperemia vulvar, La por-
cion interna de la vulva esti congestionada y enrojeci-
da por las secreciones vaginales provocadas por los es-
trogenos. Ademas se puede observar la presencia de
moco vaginal transparente por la vulva

v Observacion del comportamiento sexual. Durante el
proestro la cerda se muestra nerviosa e inquieta, busca
al verraco aunque no permite la monta, disminuye la
ingesta de pienso, mantiene las orejas erguidas. Duran
te el estro la cerda busca de igual modo al verraco pero
permite la monta

v La utilizacion de técnicas ecogrificas, principalmente
aquellas que implican la introduccion de la sonda por
via rectal, son una estimable ayuda para precisar el mo
mento de la ovulacion mediante la realizacion de eco-
grafias seriadas de los ovarios.

v Desencadenamiento del reflejo de inmovilizacion. Es el
método mis efectivo para detectar ¢l celo de forma co-
rrecta. Se caracteriza por la contraccion de la mayoria

de los miusculos esqueléticos como respuesta natural
para facilitar la monta. Para desencadenar este reflejo se
requiere la utilizacion de un macho sexualmente madu-
ro puesto que son los estimulos auditivos y olfatorios
emitidos por el verraco los factores mds importantes pa
ra inducir esta inmovilizacion durante ¢l celo.

La deteccion del celo se deberia realizar dos veces al
dia (manana y tarde) para asegurar la deteccion del inicio
del estro y establecer asi con exactitud el momento idoneo
para llevar a cabo las inseminaciones. La ovulacion en la
cerda ocurre cuando han pasado dos tercios de la dura-
cion del celo propiamente dicho, lo cual implica que un
celo de mayor duracién acarrea una ovulacion mas tardia.
De media la ovulacion se produce aproximadamente a las
10 horas después del comienzo del reflejo de inmovilidad
o del pico de LH. En funcion del sistema de deteccion apli-
cado, la LA. se realiza en el momento del inicio del celo y
se repite a las 24 horas.

Para inseminar a la cerda se utilizan catéteres que
imitan el pene del verraco para adaptarse de forma co-
rrecta al cérvix de la hembra. Existen en el mercado va-
rios tipos de catéteres de un solo uso. En el momento
de la inseminacion se limpia la periferia de la vulva pa-
ra evitar contaminaciones, se separan los labios vulva-
res y se introduce el catéter Lill'lgu"ndmlrn hacia el techo
de la vagina hasta que quede ajustado en los pliegues
cervicales. Una vez colocado el catéter, se introduce la
dosis lentamente, sin presionar el envase para evitar
que exista reflujo.



Figura 1. Lugar de deposicidn de los espermatozoides y dosis a utilizar en los diferentes procedimientos de inseminacion aplicables en la especie porcina: esper-
matozoides utilizando este sistema de inseminacion

Nuevos métodos de IA

Hasta el momento actual las téenicas estindar de 1A
porcina que implican, como se ha descrito anteriormen-
te, la deposicion intracervical de entre 2.500 y 3000 mi-
llones de espermatozoides por inseminacion en un vo-
lumen de dosis de alrededor de unos 100 mililitros y
aplicadas dos o tres veces durante el periodo de estro,
han sido suficientes para satisfacer los requerimientos
del sector productivo porcino. Sin embargo, el desarro-
llo de nuevas biotecnologias reproductivas aplicables a
la célula espermatica, como son la criopreservacion o la
seleccion y separacion de espermatozoides X e Y para
predeterminar el sexo de la descendencia, que sin duda
pueden contribuir de forma notable a aumentar los be-
neficios productivos v economicos de las explotaciones,
requieren el diseno de nuevas estrategias de insemina-
¢ion que permitan utilizar un reducido numero de es-
permatozoides en cada dosis (revisado por Vazquez y
cols., 2008).

La posibilidad de reducir de forma importante el ni-
mero de espermatozoides para realizar una insemina-
cion efectiva (hasta 500.000 espermatozoides por inse-
minacion en algunos casos) permitiria rentabilizar al
mdximo la utilizacion de dosis seminales con un coste
elevado (por ejemplo semen sexado, semen congelado
o semen de verracos con un alto valor genético), contri-
buyendo sin duda al uso generalizado de estos esper-
matozoides y a la obtencién de los numerosos benefi-
cios que su aplicacion puede representar a nivel pro-
ductivo (revisado por Johnson, 2000; Martinez y cols.,
2005 o Vizquez y cols,, 2008).

En los altimos anos se han disenado diferentes pro-
cedimientos y estrategias destinadas a la obtencion de
unos parametros reproductivos optimos utilizando un
numero reducido de espermatozoides de verraco. Estos
procedimientos estin basados de forma general en la
deposicion de los espermatozoides en diferentes por-
ciones del tracto genital de la hembra porcina en un in-
tento de facilitar el encuentro entre el espermatozoide y
el ovocito y por tanto de aumentar las posibilidades de
conseguir una fecundacion efectiva.

Los métodos utilizados para la inseminacion con un
numero reducido de espermatozoides pueden ser clasi-
ficados en funcion del lugar donde estos se depositen.
En una revision realizada recientemente por Vizquez y
cols., (2008) se describen tres procedimientos para la re-

alizacion de este tipo de inseminaciones: Inseminacion
post-cervical o intrauterina cuando los espermatozoides
se depositan en el cuerpo del dtero; Inseminacion in-
trauterina profunda consistente en la deposicion de las
cClulas espermaticas en la profundidad de un cuerno
uterino e inseminacion intraoviductal por laparoscopia
en la cual los espermatozoides son depositados directa-
mente en el oviducto. A continuacion se describen bre-
vemente los aspectos mas relevantes de cada una de
ellas (ver figura 1)

Inseminacion post-cervical o intrauterina
Como se ha senalado anteriormente, este procedimiento
de inseminacion consiste en depositar los espermato-
zoides en el cuerpo del ttero de la hembra porcina. El
principar obsticulo para este tipo de inseminacion vie-
ne determinado por la presencia de los pliegues del
cuello del atero, los cuales deben ser atravesados para
alcanzar el cuerpo uterino. Para la realizacion de este ti-
po de inseminacion suele utilizarse un catéter de inse-
minacion tradicional colocado de igual forma que se ha-
ria en una IA convencional y a través de este se pasa el
dispositivo de inseminacién intrauterina que suele ser
un catéter de menor diametro y unos 15 a 20 ¢m mas
largo que un catéter estandar de TA y que permite atra-
vesar toda la longitud del cervix vy depositar los esper-
matozoides en el cuerpo del ttero (ver figura 2)
Estudios realizados a nivel comercial demuestran
que  la aplicacion de este procedimiento permite redu-
cir la dosis de IA hasta 1000 millones de espermatozoi-
des sin afectar a los parimetros reproductivos (Watson
y Behan, 2002). El logro de unos resultados ptimos de
fertilidad a nivel de granja mediante la utilizacion de es-
te procedimiento implica de forma indiscutible la reali-
zacion en la explotacion de un buen manejo reproduc-
tivo (Vizquez y cols., 2008).

Inseminacion intrauterina profunda
El objetivo de la inseminacion intrauterina profunda es
depositar las células espermaiticas en el tercio distal del
cuerno uterino, intentado acercarnos lo mas posible a la
union Utero-tubdrica. El diseno v desarrollo de este sis-
tema se llevo a cabo en el laboratorio del Grupo de In-
vestigacion de Reproduccion Animal de la Facultad de
Veterinaria de Murcia a finales de los anos 90,

Al igual que ocurria en la inseminacion post-cervical,



Figura 2 Inseminacién post-cervical o intrauterina: A: Diferentes tipos de caté-
teres de inseminacion intrauterina. ; B: Imagen de un utero de cerda mostran-
do el lugar de deposicion (cuerpo del utero) de los espermatozoides utilizan-
do este sistema de inseminacion

nos encontramos en este caso con el inconveniente de
atravesar los pliegues del cuello uterino, pero en este
caso ademds contamos con un inconveniente anadido
que es la extremada longitud y la disposicion enrollada
de la de los cuernos uterinos en la hembra porcina. Te-
niendo en cuenta estos aspectos se creo un dispositivo
disenado especialmente para superar estos obstiaculos y
permitir la deposicion del semen en la profundidad del
cuerno uterino (Figura 3A). El procedimiento de inse-
minacion consiste en hacer pasar este dispositivo a tra-
vés de la luz de un catéter de TA tradicional que nos sir-
ve fijar el cuello uterino. Una vez situado el catéter de
IA tradicional de la misma manera que lo hariamos ¢n
una IA estindar, el dispositivo de inseminacion intraute-
rina es pasado a través de su luz empujando suave y a la
vez firmemente para superar el canal cervical y progre
sur hacia el cuerpo uterino en primer lugar y finalmente
alcanzar el cuerno uterino (Martinez y cols., 2001; 2002;
ver figura 3B y 30).

Diferentes estudios demuestran que la insercion del
catéter de inseminacion intrauterina profunda es posible
en un 90% de las cerdas, siendo necesario un tiempo de
entre 3 v 4 minutos por inseminacion (Vazquez y cols.,
2005; Martinez v cols, 2005; Roca y cols., 2006). Es im-
portante senalar que la utilizacion de este sistema no
produce ningin dano o alteracion del tracto reproducti-
vo de la hembra y que estudios realizados en esta linea
demuestran que los parametros reproductivos corres-
pondientes a IA tradicionales realizadas antes y después
de la inseminacion intrauterina profunda son similares,
indicando que este método de inseminacién no tiene
ningun efecto perjudicial sobre la fertilidad de las hem-
bras (Bolarin y cols., 2005).

La utilizacion de este procedimiento permite dismi-
nuir el nimero de espermatozoides por inseminacion

reproduecion

Figura 3. Inseminacion intrauterina profunda

—— —

Figura 3A. Catéter flexible utilizado para la inseminacion intrauterina profunda
(1" 80 m de longitud; didmetro externo de 4 mm, canal de trabajo de 1'80 mm)

Figura 3B. Para la realizacion de la inseminacion intrauterina profunda, una
vez limpia el dreaperineal de la hembra con agua y jabdn se inserto en el
cerviz un catéter comercial de IA a través del cual se introdujo el catéter
flexible para la inseminacion profunda. Elcatéter de IA sirvio para facilitar la
manipulacion del catéter flexible que fue propulsadoa través del cerviz a lo
largo del cuello uterino tan profundo como fue posible

Figura 3C. Situacion del catéter de |A en el cuello uterino y del catéter flexible
de inseminacion int rauterina profunda progresando por el interior de uno de
los cuernos uterinos de t racto genital de la cerda

hasta entre 150 millones (en un volumen de 5 ml) y 600
millones (en un volumen de 20 ml), lo que representa
una dosis entre 20 y 5 veces menor que la usada en una
[IA tradicional. Las tasas de gestacion obtenidas tras la
aplicacion de esta inseminacion a nivel de granja fueron
similares a los obtenidos con 1A normal (Vizquez y
cols., 2001; Day y cols., 2003).

Por tanto, y en comparacion con la inseminacion es-
tindar, el uso de la inseminacion intrauterina profunda
permite una disminucion importante del nimero de es-
permatozoides a utilizar por dosis. Ademas este proce-
dimiento ha sido utilizado para la inseminacion con se-
men congelado de verraco (1000 millones de espermato-
zoides por dosis) obteniéndose unos optimos resultados, |,



Figura 4: Inseminacidn intraoviductal por laparoscopia A: Imagen de un utero
de hembra porcina mostrando el lugar donde se depositan los espermatozoi-
des utilizando este sistema de inseminacion ; B: Detalle de una inseminacion
intraoviductal por laparoscopia donde se muestra el oviducto (a) sujeto por
las pinzas de laparoscopia y el dispositivo de inseminacion (b)

y puede resultar también de gran utilidad para la obten-
cion
seminacion de espermatozoides separados por citome-
tria de flujo.

de descendencia del sexo deseado mediante la in-

Inseminacion intraoviductal por laparoscopia

El desarrollo de técnicas de inseminacion con un nime-
ro reducido o muy reducido de células espermaticas y
utilizando un volumen de inseminacion pequeno se
perfila hoy en dia como la técnica mas eficaz para au-
mentar la eficiencia y optimizar los resultados de fertili-
dad de las inseminaciones realizadas con espermatozoi-
des sometidos a tratamientos biotecnologicos (separa-
cion por citometria de flujo; congelacion; etc).

La inseminacion intraoviductal implica la deposicion de
los espermatozoides directamente en el oviducto y permite
utilizar un nimero de espermatozoides por dosis realmente
bajo (entre 300.000 y 20 millones de espermatozoides por
dosis). Aunque en un principio era necesario realizar una
cirugia mayor en los animales a inseminar, hoy en dia es
posible practicar esta inseminacion mediante cirugia lapa-
roscopica. Este procedimiento implica la realizacion de una
cirugia minimamente invasiva en las hembras y permite de-
jar los espermatozoides en el oviducto sin necesidad de
abrir la cavidad abdominal (ver figura 4). El procedimiento
implica anestesiar a los animales v la duracion total del mis-
mo es de unos 15 minutos por animal.

Aunque este método ha demostrado ser efectivo en di-
versos estudios(revisado por Viazquez y cols., 2008), su
aplicacion a nivel practico en ganado porcino se encuen-
tra todavia en fase experimental. Sin embargo, la insemi-
nacion intraoviductal por laparoscopia se perfila como la
herramienta mas atil cuando es necesario inseminar con
un muy bajo nimero de espermatozoides. En este sentido
experiencias realizadas en nuestro laboratorio demuestran
que es un procedimiento eficaz para la inseminacion con

t'\l)k‘l'lll.l[(l/.(HLIL'H Hcp.u'.ld: S por catometria de ﬂlli«- (Gar
cia y cols., 2007)
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