Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XIX, N° 2, 153 - 158, 2009

VALORACION MORFOMETRICA DE LA CABEZA
DEL ESPERMATOZOIDE DEL CERDO DOMESTICO SEGUN SU EDAD.

Morphometric Evaluation of Sperm Head of Domestic Pig According their Age.

Armando Quintero-Moreno'*, Decio Gonzalez-Villalobos', José Julian Garde Lépez-Brea®®, Milagros C. Esteso®®,
Maria Rocio Fernandez-Santos®®, José L. Carvalho-Crociata', Willian Mejia-Silva' y Gonzalo Leén-Atencio*

'Unidad de Investigacion en Produccion Animal (UNIPA), Facultad de Ciencias Veterinarias (FCV), Universidad del Zulia (LUZ),
Apdo. 15252. Maracaibo 4005-A, Venezuela. 2IREC (UCLM-CSIC-JCCM). Campus Universitario s/n, 02071. Albacete, Espafia.
3Seccion de Recursos Cinegéticos y Ganaderos, IDR (UCLM). Albacete, Espafia. *Empresa privada PROPORCA.
*E-mail: arturo93@cantv.net.

RESUMEN

Se utilizé el Analisis Automatizado de la Morfometria Esperma-
tica (ASMA) con el fin de determinar las dimensiones de la ca-
beza del espermatozoide (DCE) en semen de cerdos domésti-
cos segun la edad, ademas de agrupar las medidas obtenidas
en subpoblaciones espermaticas (SP). Se evaluaron 36 mues-
tras de semen fresco y diluido de 20 cerdos los cuales se cla-
sificaron en dos categorias. A: menores de 18 meses de edad
y B: mayores de 18 meses de edad. Las DCE (Largo, um/ An-
cho, um/ Area, pm? y Perimetro, um) se analizaron en frotis te-
fiidos con Hemacolor® mediante Sperm-Class Analyser® (SCA)
y los valores obtenidos guardados en una base de datos. El
procedimiento GLM fue utilizado para evaluar el efecto de la
edad del cerdo sobre las DCE vy el analisis de agrupamiento
(FASTCLUS) para identificar las SP. Los espermatozoides
provenientes de cerdos mayores de 18 meses de edad pre-
sentaron mayor longitud (8,84 vs. 8,95 ym) que los cerdos me-
nores de 18 meses de edad, sin embargo, las medias corres-
pondientes al ancho (4,44 vs. 4,32 ym), area (33,33 vs. 32,39
um?) y perimetro (27,65 vs. 26,3 pm) fueron mas pequefias en
los cerdos de mayor edad. Dos SP fueron obtenidas con el fin
de ratificar las diferencias observadas entre las 2 categorias
de edades evaluadas (P<0,001). La poblacion que incluy6 los
espermatozoides con las mayores dimensiones disminuyé de
41,61% en cerdos menores de 18 meses a 20,78% en cerdos
mayores de 18 meses. Contrariamente, la SP que contenia los
espermatozoides de menor tamafo incrementé de un 58,39%
en cerdos menores de 18 meses a 79,22% en cerdos mayores
de 18 meses. En conclusion, la edad de los cerdos influye sig-
nificativamente sobre las DCE. Los cerdos de mayor edad tie-
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nen 20% mas de espermatozoides de menor tamafio que los
cerdos mas jovenes.

Palabras clave: Espermatozoide, cerdo doméstico, morfome-
tria, edad, subpoblaciones espermaticas.

ABSTRACT

Assisted Sperm Morphometry Analysis (ASMA) was used to de-
termine the sperm head dimensions (DCE) of boar by age, and
then the data set clustered in sperm subpopulations (SP). To
this purpose were evaluated 36 fresh and diluted semen sam-
ples of 20 Dalland domestic pigs, which were classified in 2
categories: under 18 months old and over 18 months old. The
DCE (Length, um/ Width, um/, Area, pmzl and Perimeter, um)
were analyzed in slides stained by Hemacolor® by the Sperm-
Class Analyser® (SCA), and the mean measurements recorded.
A GLM procedure was performed to evaluate the effects of boar
age on sperm head dimensions and clustering analysis (FAST-
CLUS procedure) to separate in SP. Spermatozoa collected
from older boar (over 18 months old) had head length larger
(8.84 vs. 8.95 ym) than younger boar (under 18 months old),
however, the width (4.44 vs. 4.32 pym), area (33.33 vs. 32.39
um?) and perimeter (27.65 to 26.3 pm) were smaller in older
boar than younger boar. Two SP were clustered in this trial to
ratify the differences between younger and older pigs. The
mean values of each DCE among the SP were significantly dif-
ferent (P<0.001). Thus, the percentage of representation of the
subpopulation that includes those spermatozoa whose dimen-
sions are the largest decreased from 41.61% in pigs under 18
months old to 20.78% in pigs over 18 months old. Whereas, the
percent of representation of the SP containing the smallest sper-
matozoa increased from 58.39% in pigs under 18 months old to
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79.22% in pigs over 18 months old. In conclusion, the age of
sexually mature domestic male pig had a significant effect on
the morphometric traits of their spermatozoa. Older boar had
20% more of smaller spermatozoa than younger boar.

Key words: Spermatozoa, domestic pig, morphometry, age,
sperm subpopulations.

INTRODUCCION

La valoracion rutinaria del semen, incluyendo la morfolo-
gia espermatica ha sido tradicionalmente incluida en el analisis
seminal clasico. Un eyaculado con un incremento de las anor-
malidades espermaticas es indicativo de una fertilidad dismi-
nuida en muchas especies, incluyendo al cerdo (Sus escrofa
domestica) [7]. La necesidad de incrementar el nivel tecnolégi-
co para obtener espermiogramas objetivos de excelente cali-
dad y prognosis ha derivado en la creacion de sofisticados
programas computarizados, capaces de realizar analisis de di-
versos parametros seminales, que incluyen la motilidad y la
morfologia espermatica. El analisis automatizado de la morfo-
logia espermatica (Automated Sperm Morphology Analysis -A-
SMA-) determina el tamafo y la forma del espermatozoide de
una manera objetiva y reproducible [2] siendo utilizada desde
hace algun tiempo de manera experimental para determinar
las dimensiones individuales de los espermatozoides de cer-
dos [9, 12, 13, 18, 19], ademas de hacer posible la separacion
de los espermatozoides de una muestra seminal en subpobla-
ciones [13, 19].

Existen muchos factores genéticos y ambientales que
pueden incidir sobre la calidad seminal y la fertilidad de un eya-
culado; entre ellos se destaca la edad del animal [12, 13]. La
produccién de semen y su calidad se pueden ver notablemente
afectada por la edad del verraco [3]. Los parametros de calidad
seminal van mejorando paulatinamente a medida que el cerdo
completa su desarrollo sexual, lo cual esta asociado con el de-
sarrollo de los testiculos (que determina el nimero de esperma-
tozoides) y con el desarrollo de las glandulas sexuales anexas,
que inciden sobre el volumen del eyaculado [4, 11].

En esta investigacion, mediante el andlisis computariza-
do de la morfometria espermatica, se busca describir y compa-
rar las dimensiones de la cabeza espermatica de cerdos do-
mésticos clasificados en 2 categorias segin su edad. Como
segundo objetivo, se agruparan los espermatozoides valora-
dos en 2 subpoblaciones, de acuerdo a sus dimensiones de la
cabeza, con el fin de observar si hay cambios segun el incre-
mento de edad del cerdo.

MATERIALES Y METODOS

Manejo de los animales y coleccion de semen

El estudio se realizé en una granja comercial (PROPOR-
CA) ubicada en el municipio San Francisco del estado Zulia,
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Venezuela; coordenadas 10°30'45"N y 71°45’42"0, en una
zona agro ecolégica caracterizada como bosque seco tropical
[6]. Se utilizaron eyaculados pertenecientes a 20 verracos de
la linea genética sintética Dalland Tempo (TOPIGS), alojados
en ambiente controlado de confort higrotérmico (Chore time
2529,676, modelo 8-B1.5) y agrupados en 2 categorias segun
su edad (A: = 10 meses y < 18 meses, B: >18 meses y < 30
meses). La extraccion de semen fue realizada mediante mani-
pulacién manual [10] cada 5 dias, desechando y filtrando la
fraccion inicial o gelatinosa del eyaculado. El semen fue eva-
luado al momento de la coleccion, cuantificando su volumen,
observando la motilidad y la presencia o no de aglutinacion es-
permatica, ademas de cuantificar el niumero de espermios to-
tales y sus anormalidades morfolégicas para decidir si serian o
no procesados para inseminacion artificial (IA). Los eyacula-
dos que sobrepasaron el minimo de requerimientos estableci-
do por la granja para su uso en IA (motilidad >3, contaje total
>20x10° espermatozoides y < del 20% de morfoanomalias), se
diluyeron con el producto comercial MR-A (Kubus, Majadahon-
da, Espafia). Inmediatamente de concluir el proceso de dilu-
cion seminal, se tomaron dos muestras para realizar extendi-
dos en portaobjetos para analizar los parametros que se mi-
den sobre la cabeza del espermatozoide como son: el porcen-
taje de vitalidad, porcentaje de acrosomas reaccionados o per-
didos y la morfometria.

Analisis de la vitalidad y morfologia

Se colocd 10 pyL de semen fresco y diluido en un por-
taobjeto atemperado a 37°C en una platina termorregulable y
se mezcl6 con 10 pL del colorante eosina-nigrosina [1], homo-
genizando suavemente y haciendo un extendido fino (frotis),
dejando secar por 30 minutos. Los frotis fueron observados en
el microscopio optico (Globe, serial N° 62359, Alemania) con
el objetivo de inmersién de 100X, para lo cual se contaron 200
espermatozoides por frotis. El resultado final se expresé en
porcentaje de espermatozoides vivos y ademas se determin6
el porcentaje de espermatozoides con alteracion del acroso-
ma, descrito de manera individual, aunque el objeto del pre-
sente estudio fue valorar los parametros inherentes a la cabe-
za del espermatozoide.

Anadlisis de la morfometria espermatica

Para evaluar la morfometria de la cabeza espermatica
se prepararon frotis de cada muestra seminal, colocando
10 puL de semen en el extremo de una lamina portaobjeto y se
deslizaba suavemente la gota hasta realizar un extendido fino.
Estos frotis fueron secados al aire y tefiidos con HEMACOLOR
(Merck, Darmstadt, Alemania, Cat. N° 11661), en un procedi-
miento originalmente descrito para tefir cabezas espermaticas
de alpaca [2]. Las muestras tefidas sobre el portaobjeto se
protegieron permanentemente al fijarlas con un cubreobjeto
con fosfato dibutil xileno (DPX). La evaluacion de la morfome-
tria espermatica se realizd en el laboratorio de Biologia de la
Reproduccién de la Universidad de Castilla La Mancha, Espa-
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fia. El ASMA se realizé mediante el médulo de morfometria de
un software disponible comercialmente (Sperm-class Analyzer®,
Microptic, Barcelona, Espafia). Este sistema consta de un mi-
croscopio Nikon, modelo Eclipse (E-200) con un objetivo de
campo claro y una camara de video Sony (CCD AVC-D7CE,
Sony Corporation, Tokio, Japdén) en blanco y negro de 16 bits
y resolucién de 512x512 bits con 256 Mb de memoria conecta-
da a un procesador Pentium IV de 950 MHz. La intensidad de
la fuente de iluminacién y el desplazamiento de la camara fue
igual para todas las muestras. Las imagenes fueron grabadas
en formato de video y digitalizadas con 256 niveles de grises.
Las dimensiones morfométricas para el largo (L), ancho (W),
area (A), perimetro (P) fueron tomadas de 225-230 imagenes
por frotis (FIG. 1). Este nimero de imagenes aseguraba un mi-
nimo de 100 medidas de cabeza espermatica por muestra y
aquellas imagenes en las cuales no se observé bien la intensi-
dad celular fueron excluidas del analisis. Algunas cabezas es-
permaticas no se les observa claramente su silueta, bien sea
por fallas en la coloracién en algunas zonas del portaobjeto o
por carencia entre el contraste que debe haber entre el esper-
matozoide y su entorno. Las células espermaticas se seleccio-
naron al azar para el analisis morfométrico. Las medidas de
cada cabeza espermatica fueron guardadas en una base de
datos.

Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos fueron analizados mediante el
Statistical Analysis System software 8.2, para Windows (SAS
Inst. Inc.; Carry, NC. EUA. 2002). Los efectos de la edad del
animal sobre las variables de calidad seminal evaluadas y sobre
las dimensiones de la cabeza de los espermatozoides (L, W, A,
P) se analizaron en varios eyaculados de cada verraco utilizan-
do el Modelo Lineal General del Analisis de la Varianza (Proc
GLM) que se utiliza cuando hay datos faltantes. Cuando se en-
contraron diferencias entre las medias se cuantifico el efecto
mediante el procedimiento LSMEANS. Del mismo modo y con
el propésito de agrupar la poblacion de espermatozoides de la
base de datos en subpoblaciones, se utilizd un analisis multiva-
riado de agrupamiento no jerarquico mediante el procedimiento
“FASTCLUS”, el cual agrupa a los espermatozoides segun sus
caracteristicas morfométricas comunes como se ha descrito an-
teriormente al evaluar descriptores de motilidad en cerdos
[14-16]. Aquellos espermatozoides cuyas dimensiones fueron
muy parecidas, eran asignados a un mismo grupo o “cluster”,
mientras que espermatozoides que diferian entre ellos fueron
asignados a un cluster diferente. Para cualificar la relacion exis-
tente entre la edad del animal y la frecuencia de distribucion de
los espermatozoides de cada subpoblacién se analizaron los
datos mediante la prueba Ji-cuadrado descrita en el SAS.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores referentes a las dimensiones de la cabeza
del espermatozoide de cerdos domésticos son descritos en la
TABLA I.

(L) Largo= maxima longitud de la cabeza.

(W) Ancho= minima longitud de la cabeza.

(P) Perimetro= delimitacion de la cabeza.

(A) Area= superficie dentro del perimetro.

* Las unidades de medida de las variables se
expresan en micrometros (um) y para el caso
del Area (A) en micrémetros cuadrados (um?).

FIGURA 1. PARAMETROS MORFOMETRICOS EVALUA-
DOS / MORPHOMETRIC PARAMETERS EXAMINED.

Los eyaculados de los cerdos con edades entre 10y 18
meses de edad tenian menor concentracion espermatica que
los cerdos con edades entre 18 y 30 meses de edad. Estos
ultimos presentaron espermatozoides mas largos en 0,11 ym
al compararlos con los cerdos menores de 18 meses de edad
(P<0,001); sin embargo, el ancho, el area y el perimetro es-
permatico presentaron valores inferiores en los cerdos de
mayor edad.

Los hallazgos obtenidos demuestran que los espermato-
zoides de cerdos domésticos miden entre 8,5y 9,0 um de lar-
go y entre 4,2 y 4,5 ym de ancho. Las primeras investigacio-
nes hechas con una metodologia diferente a la del presente
estudio y a la de la mayoria de los reportes consultados, men-
cionan que el espermatozoide de cerdo presenta dimensiones
de 8 uym de largo y 5 pm de ancho [5]. Otro estudio observo di-
mensiones de largo, ancho, y area de 8,0 + 0,29 ym, 4,0 +
0,17 um, y 27,5 + 1,12 um?, respectivamente [13]; mientras
que otros autores han reportado una media de 8,56 + 1,12 y
4,62 + 0,95, para la longitud y anchura en cerdos jévenes y de
fertilidad comprobada [19]. Segun estos dos ultimos estudios,
las dimensiones obtenidas en este experimento, estan dentro
de los parametros establecidos para un semen de alta fertili-
dad y esto es producto de que todo el semen seleccionado
cumplié con los requisitos minimos de calidad seminal estable-
cido dentro del centro de produccion de semen de la granja.
En verracos de alta fertilidad (>86%), los espermatozoides pre-
sentan una longitud de 8,97 + 0,02 ym, un ancho de 4,73 +
0,02 um y un area de 35,1 + 0,02 ym? de la cabeza [9]. Las di-
mensiones obtenidas por Kondracki y col. [12] son superiores
a las mostradas en este trabajo.
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Es posible conseguir diferencias en cuanto a las dimen-
siones de la cabeza del espermatozoide de cerdos al compa-
rar los hallazgos de trabajos recientes [9, 12, 13, 19], lo cual,
podria deberse al método de procesado de la muestra, previo
al analisis (fijacion y tincion de la muestra).

Los resultados indican que las dimensiones de la cabe-
za de espermatozoides del cerdo doméstico experimentan
cambios asociados al desarrollo sexual del animal. En gene-
ral, los espermatozoides de un animal mayor de 18 meses de
edad son mas largos que los de cerdos mas jévenes, sin em-
bargo, experimenta una disminucién en cuanto al ancho, al
area y al perimetro. El resultado es un espermatozoide mas
elongado. En otro experimento similar pero con resultados di-
ferentes al presente, no se encontraron diferencias en cuanto
al largo y ancho del espermatozoide, de acuerdo a la edad

del animal; ademas los verracos mayores de 18 meses de
edad presentaron un area mayor [12].

Algunos investigadores explican que las diferencias en
las dimensiones de la cabeza del espermatozoide de toro (Bos
taurus-indicus) se asocian a la variabilidad existente en cuanto
a la estructura de la cromatina [17]. Existe un estudio hecho en
espermatozoides de gato (Felis catus), que seria interesante
hacerlo en el porcino (Sus scrofa doméstica) que relaciona
una distribucion anormal de la densidad intracelular del esper-
matozoide a anomalias o dafios en la estructura de la cromati-
na [8].

El andlisis de agrupamiento con el procedimiento FAST-
CLUS del SAS® permiti6 separar la poblacion espermatica ob-
tenida mediante el ASMA en 2 subpoblaciones (TABLA II). El
mayor niumero de espermatozoides conforman la subpoblacion

TABLA |
CARACTERISTICAS MORFOMETRICAS DE LOS ESPERMATOZOIDES DE VERRACO SEGUN SU EDAD / MORPHOMETRICS
CHARACTERISTICS OF BOAR SPERMATOZOA ACCORDING THEIR AGE

Parametro Grupo A Grupo B
(= 10 meses < 18 meses) (>18 meses < 30 meses)

N° de cerdos (N° eyaculados) 20 (24) 9(12)

N° espermatozoides/ eyaculado (10%/mL) 65,82 + 0,32° 76,18 +0,47°
N° espermatozoides evaluados 2728 1179
Vitalidad (%) 93,27 +0,14° 91,75 +0,10°
Acrosomas Reaccionados (%) 4,62+0,13° 6,49 + 0,162
Longitud de la cabeza um? 8,84 + 0008° 8,95+ 0,01°
Ancho de la cabeza pm? 4,44 + 0,005° 4,32 + 0,009
Area de la cabeza um2 33,33 +0,05% 32,39 + 0,06°
Perimetro de la cabeza pm? 27,65 + 0,04° 26,33 +0,04°

Diferentes letras (a, b) en cada fila indica diferencias estadisticas (P<0,001).

muestras seminales analizadas de 20 cerdos domésticos.

Los resultados son expresados en media * error estandar de

TABLA Il
SUBPOBLACIONES ESPERMATICAS (SP) EN SEMEN DE CERDO DOMESTICO SEGUN SU EDAD / SPERM SUBPOPULATIONS
(SP) IN DOMESTIC PIG SEMEN ACCORDING THEIR AGE

Parametro Subpoblaciones espermaticas
SP4 SP,

Longitud de la cabeza pym? 8,65+ 0,41° 9,10 £ 0,41°
Ancho de la cabeza pm? 4,28 +0,243° 4,55+ 0,272
Area de la cabeza ym? 31,69 + 1,89° 35,33 + 1,88°
Perimetro de la cabeza pm? 26,37 +1,9° 28,85+ 2,12
Espermatozoides evaluados,% (N°) 64,68 (2.557) 35,32 (1380)
Edad A (= 10 meses < 18 meses) 58,39 (1593)a 41,61 (1135)°
Edad B (> 18 meses < 30 meses) 79,22 (934)? 20,78 (245)b
Diferencia (Edad A-Edad B) —20,83 + 20,83

Diferentes letras (a, b) en cada fila indica diferencias estadisticas (P<0,001).

muestras seminales analizadas de 20 cerdos domésticos.

El nimero total de espermatozoides analizados corresponden a 3,907.

Los resultados son expresados en media + error estandar de
Los valores de

Ji-cuadrado observados al comparar los cerdos segun su edad revelan diferencias significativas (P<0,0001).

156



Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XIX, N° 2, 153 - 158, 2009

numero 1 (SP+4), que corresponden a los espermatozoides mas
pequefios (64,68%), seguidos de la subpoblacion 2 (35,32%)
representada por espermatozoides de mayor tamafo.

La metodologia para establecer subpoblaciones esper-
maticas ha sido utilizada anteriormente [13-16]. El origen de
estas subpoblaciones no estéa claro, sin embargo, es probable
que dicha variabilidad se deba a los diferentes grados de ma-
duracion que tiene la célula espermatica en el epididimo, y que
se observa al momento de la eyaculacion, lo que puede refle-
jarse en variaciones sutiles en la morfologia de la célula esper-
matica [13, 19]. Pefa y col. [13] separaron la poblacién de es-
permatozoides muestreada en 4 subpoblaciones, mientras que
Thurston y col [19] establecieron 3 subpoblaciones. En el pre-
sente caso se observd que, agrupando los espermatozoides
solo en 2 poblaciones, se podian observar de una manera pre-
cisa las diferencias morfométricas esperadas.

Cuando se evalula el efecto de la edad del cerdo domés-
tico sobre la distribucion de los espermatozoides en las 2 sub-
poblaciones, se puede evidenciar que en verracos menores de
18 meses de edad, existe un porcentaje del 58,39% de la SP;4
y 41,61% de la SP, . Esta Ultima poblacién contiene esperma-
tozoides de mayor tamafio; sin embargo, a medida que el cer-
do completa su desarrollo sexual y supera los 18 meses de
edad, se evidencia que la poblacion que contienen los esper-
matozoides de mayor dimensién (SP;) disminuye porcentual-
mente hasta un 20,83%, lo cual deriva en un 79,22% de esper-
matozoides con menores dimensiones, correspondiente a la
SP;. Los espermatozoides con estas caracteristicas provenian
de muestras seminales que presentaron buena fertilidad en
experimentos previos.

La edad del animal afecta significativamente la distribu-
cion de los espermatozoides dentro de las 2 subpoblaciones
espermaticas, existiendo una disminucion de las dimensiones
de la cabeza espermatica cercana al 21%. En la actualidad, no
existen reportes similares de cambios en las subpoblaciones
espermaticas establecidas morfométricamente, producto de la
edad del cerdo doméstico.

CONCLUSIONES

Las dimensiones de la cabeza del espermatozoide del
cerdo domestico varian desde que inicia su vida como repro-
ductor hasta alcanzar los dos afios y medio de edad. Los cer-
dos con edades superiores a los 18 meses de edad, producen
espermatozoides mas elongados, es decir son mas largos,
menos anchos y presentan menor area y perimetro en un 79%
de la poblacion total de espermatozoides valorados.
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