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INTRODUCCION

En la especie porcina, durante la cubricion o inseminacion artificial (IA) millones de
espermatozoides (spz) son depositados en el tracto reproductor de la hembra, pero sélo
unos miles llegan al lugar de fecundacion y finalmente uno de ellos es el que fecunda al
ovocito. Los espermatozoides sufren una serie de mecanismos selectivos a su paso por el
tracto genital femenino, responsables de eliminar espermatozoides inmaduros y/o dafados
no aptos para fecundar (Suarez, 2007). Por tanto, aquellos espermatozoides que sean
funcional y morfolégicamente normales seran los que alcancen el oviducto. Entre los
mecanismos conocidos de eliminacion de espermatozoides en el tracto genital femenino se
encuentra la fagocitosis (mediante polimorfonucleares) y el reflujo que tiene lugar tras la
inseminaciéon o monta. Se ha comprobado que tras la IA un 15-25% de los espermatozoides
son eliminados en el reflujo (Hernandez-Caravaca et al., 2012), aunque todavia no se ha
determinado si la eliminacion de espermatozoides mediante este mecanismo se produce de
manera aleatoria 0 es un proceso selectivo.

El objetivo de este trabajo fue el estudio de la calidad de las subpoblaciones espermaticas
en el reflujo a diferentes tiempos tras la IA en la especie porcina.

MATERIAL Y METODOS

Preparacion de las dosis seminales: Se utilizaron dosis de inseminacion procedentes de
machos reproductores (Duroc) de fertilidad probada. Las dosis de inseminacién (D) estaban
formadas por la mezcla en iguales proporciones de 750 x 10° spz/12,5 ml de la dosis original
(DO) conteniendo espermatozoides de alto porcentaje de motilidad (>70% spz métiles) con
750 x 10° spz/12,5 ml marcados con una tincién vital fluorescente a base de bisbencimida
(Hoechst 33342) y clasificados segun su motilidad (ALTA: >70%; MEDIA: 35-70%; BAJA:
<35%).

Tincion de las muestras: Se procedié a la incubacion de las muestras durante 10 min en
oscuridad y a temperatura ambiente con 5 mg/ml de bisbencimida por cada 100 x 10° spz.
Posteriormente, se realizé6 una centrifugacion de las muestras a 500g durante 5 min para
eliminar el exceso de tincién. Tras la retirada del sobrenadante se resuspendié de nuevo en
diluyente (BTS) hasta la concentracion inicial. Por ultimo, se clasificaron las muestras segun
su motilidad tal y como se ha descrito anteriormente (ALTA, MEDIA, BAJA).

Inseminacion artificial: Se inseminaron un total de 25 cerdas (Landrace x Large White)
distribuidas en los 3 grupos experimentales [ALTA (n=8), MEDIA (n=8) y BAJA (n=9]. A las
24 h post-deteccion del celo, se procedié a la inseminacion post-cervical utilizando un
catéter combinado con una canula interna (Soft & Quick®, Import-Vet S.A., Espafia) y con DI
de 1500 x 10° spz/25 ml [50% spz no tefiidos motilidad alta + 50% spz tefiidos (motilidad
ALTA, MEDIA o BAJA)].

Recogida de reflujos y analisis espermatico: Inmediatamente tras la inseminacién de las
cerdas, se les colocod una bolsa de colostomia humana fijada firmemente alrededor de la
vulva. De estas bolsas se recogi6 el reflujo seminal a diferentes tiempos post-inseminacion:
0-15 min, 16-30 min y 31-60 min. Las muestras contaminadas con orina se eliminaron del
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experimento. Una vez en el laboratorio y mediante microscopia de fluorescencia (UV) se
determiné el porcentaje de espermatozoides tefiidos de la DI (control) y de cada uno de los
reflujos recogidos a diferentes tiempos en los 3 grupos experimentales. Al menos se
contabilizaron 200 espermatozoides en cada reflujo por tiempo y cerda.

Analisis estadistico: El andlisis estadistico de los datos (expresados como la media + error
estandar) se realizé con el programa informatico SPSS v.15, mediante un analisis ANOVA
de una via y un test de Tukey de comparaciones multiples con un nivel de significacion
p<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 quedan reflejados los porcentajes de espermatozoides tefiidos recogidos en el
reflujo en diferentes periodos (0-15, 16-30, 31-60 min) en los distintos grupos de
inseminacion utilizados (ALTA, MEDIA y BAJA). En los primeros momentos tras la
inseminacion (0-15 min), los espermatozoides observados en el reflujo se encontraban en
igual proporcion (% de tefidos y no tefidos) en las cerdas inseminadas independientemente
de la calidad inicial del grupo experimental utilizado. Sin embargo, en el reflujo recogido en
momentos mas avanzados post-inseminacién (16-30 min) el porcentaje de espermatozoides
tefidos fue significativamente superior en aquellas cerdas inseminadas con dosis de menor
calidad (ALTA: 54,47%; MEDIA 73,78%; BAJA: 83,57%, p<0,05). Finalmente, en el ultimo
periodo recolectado (31-60 min post-inseminacién) la mayor parte de espermatozoides
tefidos de los reflujos pertenecian a dosis de inseminacién BAJA y MEDIA (89,85% y
84,27%, respectivamente), en comparacion con las cerdas inseminadas con
espermatozoides tefiidos de ALTA calidad (59,37%, p<0,05).

Estos resultados nos muestran el efecto que el utero ejerce sobre los espermatozoides
segun transcurre el tiempo post-inseminacion. Estos datos nos indican que inicialmente no
existe un proceso selectivo como tal, sino que los espermatozoides son eliminados al
exterior en el reflujo ayudados por las contracciones uterinas y con independencia de su
calidad. Conforme transcurre el tiempo post-inseminacién, el Utero comienza a ejercer un
efecto selectivo especifico sobre los espermatozoides, seleccionando aquellos con mejor
calidad para continuar en su trayecto por el tracto genital de la hembra y descartando
aquellos menos competitivos en el reflujo (Hernandez-Caravaca et al., 2012), llegando a
eliminar a los 60 min post-inseminacidon la mayor parte de la subpoblacién de
espermatozoides con un bajo porcentaje de motilidad.

La retencidn de espermatozoides en el Utero podria servir como efecto protector de los
espermatozoides viables frente a su eliminacion en el reflujo (Taylor et al., 2008). Se ha
demostrado que espermatozoides adheridos al epitelio uterino tienen una ultraestructura
normal y una mayor viabilidad que aquellos que se encuentran en el lumen (Rodriguez-
Martinez et al.,, 2009; Taylor et al., 2008, 2009) y por tanto, estos Ultimos son mas
susceptibles de ser eliminados mediante el reflujo a través de las contracciones uterinas.

En conclusion, tras la IA se produce en el Utero de la especie porcina una seleccion de
aquellos espermatozoides mas aptos para alcanzar el lugar de fecundacion, desechando en
el reflujo aquellos menos validos.
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Tabla 1. Porcentaje medio de espermatozoides tefiidos en las muestras de reflujo recogidas
a diferentes tiempos de cerdas inseminadas con DI obtenidas de la mezcla de
espermatozoides no tefiidos con dosis tefiidas de ALTA, MEDIA y BAJA motilidad
espermética. Diferentes superindices (*"°) en una misma columna indican diferencias
significativas.

% espermatozoides tefnidos recogidos en el
reflujo tras IA

Motilidad subpoblacion N¢ cerdas 0-15 min 16-30 min 31-60 min
espermatica inseminadas
ALTA 8 48,81+2,68 54,47+2,60° 59,37+2,46°
MEDIA 8 55,29+5,05 72,78+2,53° 84,27+2,29°
BAJA 9 55,45+3,23 83,57+2,87° 89,85+2,40°

SPERM SELECTION IN UTERUS IS INFLUENCED BY SPERM QUALITY: A BACKFLOW
STUDY

ABSTRACT: The aim was to examine the way in which spermatozoa are selected by the
uterus after artificial insemination. In total, 25 sows were post-cervical inseminated (1500x10°
spz/25ml) using 3 different sperm doses: 1) HIGH motility: 50% of the sperm not stained and
with high motility (>70%) + 50% of the sperm stained (with Hoechst 33342) with high motility
(>70%); 2) MEDIUM moitility: 50% of the sperm not stained with high motility (>70%) + 50%
of the sperm stained with medium maotility (35-70%); 3) LOW motility: 50% of the sperm not
stained with high motility (>70%) + 50% of the sperm stained with low motility (<35%).
Backflow was collected at different times after insemination (0-15, 16-30 and 31-60 min) and
% of stained sperm was determined using fluorescence microscope (UV). The results
showed that during the first moments after insemination (0-15 min) the uterus performs an
indiscriminate removal (measure in the backflow) of sperm regardless of their motility (HIGH:
48.81; MEDIUM: 55.29; LOW: 55.45%). During 16-30 and 31-60 min intervals the majority of
sperm in backflow were stained in MEDIUM (73.78 and 84.27%, respectively) and LOW
(83.57 and 89.85%, respectively) groups but not in the HIGH one (54.47 and 59.37%). The
uterus sperm selection is not specific during the first moments after insemination, but later
the uterus selects those sperm with better motility, discarding those less competitive in the
backflow.

Keywords: Backflow, sperm, porcine, uterine selection.
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