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INTRODUCCION

La industria porcina esta sometida a gran presion para incrementar su eficiencia manteniendo los costes
bajos. La inseminacién artificial (IA) es una técnica clave para la produccién porcina, y un punto critico en
el que se pueden alcanzar mejoras sustanciales. La centrifugacion en una sola capa (SLC) con un coloide
de baja densidad elimina las bacterias, evitando el uso de antibidticos (Morrell et al., 2019), e incluso
mejorando la conservacién seminal. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto en la cromatina
espermatica de la conservacion refrigerada tras SLC con coloide de baja densidad y tras inducir
contaminacién bacteriana.

MATERIAL Y METODOS

Se prepararon dosis seminales de 8 verracos (BTS sin antibiéticos) en el centro de sementales Topigs-
Norsvin de Ledn (Espafa). Se dividieron en: control (CTLO), control con inoculacién de bacterias (CTL) y
spiking mas SLC (300xg, 20 min) con coloide Porcicol al 20% (P20) o 30% (P30). Todos los tratamientos
se evaluaron ese dia (DO) y después de 3 (D3) y 7 (D7) dias de conservacién a 17 °C, mediante
citometria de flujo: SCSA (fragmentacién de ADN, %DFI, e inmadurez de la cromatina, % HDS); nivel de
puentes disulfuro entre protaminas (monobromobimano, mBBr); y retencion de histonas (cromomicina A3,
CMAB3). Los efectos de SLC y el dia se evaluaron usando modelos lineales de efectos mixtos (R;
resultados como mediatdesv.est.).

RESULTADOS Y DISCUSION

SLC redujo la carga bacteriana (Martinez-Pastor et al., 2021). Detectamos una interaccion
tratamientoxtiempo para %DFI. No hubo efecto en DO, pero en D3 ambos SLC redujeron %DFI
(0,5%0,4) respecto a CTL (2,3%%1,8; P<0,01), y CTLO en D7 (0,7%%0,3; CTLO: 1,6%%0,6, P<0,001;
CTL: 1,1%z0,2, P<0,01). El %HDS se redujo significativamente en SLC (3,2%%0,7, 4,8%0,8 en
controles, P<0,01), asi como en D3 de conservacion (3,6%z0,6, P<0,001 con DO 4,3%%0,6 y P<0,05 con
D7 4,1%%0,5). La SLC podria seleccionar una poblacion con cromatina més condensada, y a su vez la
compactacion de la cromatina durante el almacenamiento podria variar por la actividad peroxidasa
(Hutchison et al., 2017). El analisis de los puentes disulfuro confirmé una variacién durante la incubacién,
pero en este caso hacia un incremento en D7 (40,3%%4,2, P<0,001 con DO 24,4%15,6 y D3 24,1%%2,3),
y la proporcién de células con alto CMAS3 fue también significativamente menor en D7 (5,9%%2,0, DO
7,6%%1,8, P<0,01) sugiriendo la accion de distintos mecanismos, posiblemente asociados a cambios en
el balance redox, como sugieren otros autores (O’Flaherty et al., 2012). Estas dos técnicas no detectaron
que SLC modificase el patrén de la estructura de la cromatina espermatica.

CONCLUSION
La SLC con coloide baja densidad (20% y 30%) fue eficaz eliminando las bacterias de la muestra. Una
consecuencia de ello podria ser la reduccién del dafio en el ADN durante el almacenamiento. Aunque el
coloide de baja densidad no esta disefiado para seleccionar espermatozoides, el efecto respecto a CTLO
en D7 y la falta de interaccién en los efectos para mBBR y CMAS sugieren que un efecto colateral
positivo podria ser la eliminacién de los espermatozoides mas sensibles.
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