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Discusion

DISCUSION

Efecto delaluz natural sobre el semen fresco

La calidad seminal en el verraco puede verse afectada por numerosos factores.
Uno de €ellos es el fotoperiodo. Sin embargo, este efecto, como ya se ha indicado, no
esta claramente establecido. Diversos autores |o consideran uno de los factores con més
capacidad para alterar la funcion reproductora del verraco (Mauget, 1982; Claus y
Weiler, 1985a,b). Sin embargo, nuestros resultados indican lo contrario. Asi, dentro del
andlisis seminal sblo se observaron diferencias significativas en el porcentgje de
anomalias de cabeza en los meses de noviembre, diciembre y febrero. Estas variaciones
podrian no deberse a fotoperiodo en si, puesto que todos los porcentajes de anomalias
morfoldgicas aumentan con el paso del tiempo. Si estos incrementos se debieran
exclusivamente a efecto de la luz, los meses de febrero inicial y e de febrero fina
deberian presentar porcentgjes similares de anomalias morfoldgicas, 1o cua no ocurre.
Por o tanto, podemos asumir que en realidad los cambios que sufre laluz alo largo de
las estaciones no tienen ningun efecto apreciable sobre los porcentgjes de viabilidad y
de anomalias morfol 6gicas.

Una posible causa para € aumento temporal en los porcentajes de las anomalias
morfol bgicas podria ser el incremento de edad de los verracos. A este respecto, Bach et
al (1982) mostraron que €l porcentaje de anomalias aumenta gradualmente con la edad
desde la pubertad en adelante, aunque, otros estudios afirman lo contrario (Greenberg y
Mahone, 1981). Dado que en nuestro estudio la edad inicial de los verracos fue de 10-
14 meses de edad, seria factible asumir que €l aumento en los porcentgjes de anomalias
morfolégicas es debido mas a la edad que al efecto del fotoperiodo. Ademas, con €l
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tiempo, los animales se ven sometidos a més situaciones de estrés y problemas medicos
gue pueden afectar la calidad seminal.

En referencia a la motilidad, solamente se observaron diferencias significativas
en e andlisis de las subpoblaciones esperméticas. A este respecto, cabe indicar que
nuestro estudio mostré la existencia de cuatro subpoblaciones esperméticas. La
subpoblacién uno se caracterizo por presentar un movimiento rdpido y muy oscilante.
La subpoblacion dos se caracterizO por presentar un movimiento lento de baja
oscilacion. La subpoblacion tres se caracterizd por presentar un movimiento lento y
oscilante. Por ultimo, la subpoblacion cuatro se caracteriz6 por un movimiento muy
rapido y muy oscilante. Estudios previos (Abaigar et al., 1999) mostraron la existencia
de tres, y no de cuatro, subpoblaciones esperméticas. Abaigar et al (1999) observaron
gue, en su caso, la subpoblacién uno mostré un movimiento rapido con una elevada
capacidad progresiva, la subpoblacion dos mostré un movimiento también rapido pero
de poca capacidad progresiva y finalmente, la subpoblacién tres presentd un
movimiento lento, correspondiendo, posiblemente, a células en estado de degeneracion.
Las razones de la diferencia entre nuestros resultados y los de Abaigar et al pueden ser
varias. € nimero de machos utilizados, € niumero de espermatozoides analizados, €l
tipo de andlisis estadistico, € sistema de andlisis de motilidad, la toma de muestras, la
raza de los verracos y € individuo. Asi, € trabgjo llevado a cabo por Abaigar et al
utilizé un total de cuatro machos, pertenecientes tres de ellos a la raza Large White y
uno a laraza Landrace. De cada uno de estos animales se realizd una Unica extraccion
seminal. El nimero total de espermatozoides analizados fue de 3.208. La motilidad se
analiz6 con un Hobson Sperm Tracker utilizando una camara Mackler. De todos los
pardmetros analizados por € software sélo se estudiaron laVCL, laVSL, laBCFy la
ALH. El paguete estadistico utilizado fue el PATN. El andlisis estadistico contempl o, en
primer lugar, una clasificacion no jerérquica de los valores esperméticos mediante un
algoritmo ALOC que asignd los espermatozoides en diferentes grupos segin las
magnitudes descritas. A continuacion se reaizé una combinacion jerarquica
conglomerativa secuencial que permitié reducir € nimero de grupos, en este caso
subpoblaciones esperméticas. Por Ultimo, se realizO un andlisis de coordinados
principales para reducir e nimero de variables. Una vez obtenidas las variables a
estudiar, se redizaron andlisis de la varianza (ANOVA) y »® para determinar las

diferencias estadisticas.
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En nuestro estudio, en cambio, se utilizaron un total de 30 verracos
pertenecientes a tres hibridos comerciales distintos. De cada uno de los animales se
obtuvieron 12 eyaculados, |o que hace un total de 360 eyaculados. El nimero total de
espermatozoides analizados fue 51.886. La motilidad se analiz6 mediante un Sperm
Class Analyzer con el tratamiento de las muestras descrito anteriormente en el apartado
de Material y Métodos. Las variables analizadas fueron la VAP, e WOB, la ALHmMed,
la BCF, la HLO y la HBS. Las pruebas estadisticas realizadas fueron las mismas
llevadas a cabo por Abaigar y colaboradores, con la diferencia que las variables fueron
seleccionadas previamente a la determinacion de las diferentes subpoblaciones
espermaticas mediante un analisis jerarquico de conglomerados por correlaciones
sucesivas.

Asi, vemos gue existen numerosos parametros que difieren entre el trabgjo de
Abaigar et al y el nuestro. Gran parte de estos parametros afectan directamente al propio
andlisis estadistico y, por tanto, a la existencia o no de diferencias significativas entre
los distintos grupos de estudio. Estos son €l niimero de verracos utilizados, el nimero de
espermatozoides analizados y €l propio tipo de andlisis estadistico. Por lo tanto, seria
necesario estandarizar los parametros gque afectan al estudio estadistico de la motilidad.
De este modo se conseguiria homogeneizar los resultados y permitiria la realizaciéon de
estudios comparativos entre distintos grupos de investigacion. En la actualidad esto es
imposible de readlizar debido a las distintas metodologias de andlisis y da lugar a
resultados tan diferentes como o mostrado.

Respecto al factor raza, esta claramente establecido que ésta afecta de forma
directa las caracteristicas reproductivas del verraco, tanto en la entrada en pubertad
(Bazer et al., 1988), como en las caracteristicas del semen (Swierstra, 1973; Koh et al.,
1976; Conlon y Kennedy, 1978; Jonson et al., 1980; Kennedy y Wilkins, 1984). Del
mismo modo, también el efecto individuo aporta variaciones en las caracteristicas
seminales. Todo ello hace que las variaciones en la estructura de subpoblaciones puedan
ser adtas dependiendo de larazay el individuo.

Otro factor probablemente de gran importancia es el manejo de las muestras de
semen. Las muestras seminales del estudio realizado por Abaigar et al se analizaron
después de 24 horas de almacenamiento a temperatura ambiente. El semen estaba
diluido en Betsville Thawing Solution (BTS). Este diluyente estd compuesto por

dextrosa, citrato sodico deshidrogenado, bicarbonato sodico, tetraacetato etilendiamino
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disddico (EDTA) y cloruro potasico (Pursel y Johnson, 1975). Previamente a analisis,
los espermatozoides se trataron mediante la técnica de lavado con Percoll descrita por
Harrison et al (1993). Las muestras se incubaron a 39° C durante 10 minutos y a
continuacién se reaizd la toma de imégenes. En nuestro estudio, tal y como se ha
descrito en €l apartado de Material y Métodos, €l semen se analizé el mismo dia de la
extraccion. La temperatura de las muestras, una vez diluidas en SP, se mantuvo a 16° C
y laincubacién se realizé a 37° C durante 10 minutos. Asi, observamos tres factores que
pueden afectar las caracteristicas del semen, como son € diluyente utilizado, €l tiempo
transcurrido desde la extraccion hasta €l andlisis y la temperatura a la que se
mantuvieron durante su conservacion y alaque serealizo € andlisis.

Dentro del andlisis de las caracteristicas de motilidad de las diferentes
subpoblaciones esperméticas, solo se observaron diferencias significativas importantes
en los porcentgjes de distribucion de dichas subpoblaciones espermaticas. Las
subpoblaciones esperméticas parecen tener su origen en las variaciones del desarrollo de
los espermatozoides durante la espermatogénesis y espermiogénesis y a distinto estado
de maduracion y edad ala que entran en e epididimo (Abaigar et al, 1999). También se
ha observado que alteraciones en e semen pueden provocar que las subpoblaciones
espermaticas actlen de diferente modo entre ellas (Holt, 1996). Por lo tanto, larazén de
las variaciones en los porcentajes poblacionales podria basarse en actuaciones sobre
cualquiera de estos puntos.

Bajo nuestro punto de vista, una de las explicaciones seria que los cambios de
luz actuasen de algin modo a nivel de epididimo. Es en esta estructura donde los
espermatozoides finalizan su maduracion. Por lo tanto seria |6gico pensar que los
cambios observados en la motilidad puedan tener un origen epididimario y producirse
durante el proceso de maduracion. La funcion epididimaria esta afectada por numerosos
factores testiculares. Uno de los mas importantes son los androgenos (Danzo et al.,
1977; Fawcett y Joffer, 1979; Nicander et al., 1983; Robaire y Viger, 1995). Asi,
estudios realizados con cultivos celulares de epitelio epidimario establecieron la
necesidad de la presencia de testosterona y dihidrotestosterona en los medios de cultivo
para mantener lafuncion epitelial de los cultivos (Orgebin-Crist et al., 1975; Vazquez et
al., 1986). Sin duda, existen otros factores que regulan la sintesis y secrecion de las
proteinas epididimarias, pero su efecto sobre el epididimo es controvertido, ya que los
estudios se han realizado siempre en células en cultivo, lo que altera las relaciones

paracrinas entre epitelio, espermatozoides y conjuntivo que se establecen “in vivo’
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(Brooks, 1979; Brooks, 1983; Sujarit et al., 1990; Holland et al., 1992; Lan et al., 1998).
A pesar de los numerosos estudios realizados, ain no esté establecido a ciencia cierta si
estas substancias influyen especificamente sobre € desarrollo de la motilidad
espermética o simplemente benefician de algin modo la viabilidad espermética (Moore
et al., 1998).

Los andrégenos se sintetizan mayoritariamente en las células de Leydig,
presentes en el tgjido intersticial testicular. Parece 16gico suponer que, puesto que la
funcion epididimaria depende de estos androgenos, la luz afecte indirectamente a
epididimo mediante una accidn sobre las células de Leydig. Se ha de tener en cuenta a
este respecto que la secrecion de androgenos por parte de las células de Leydig esta
regulada por €l ge hipotdlamo-hipdfisis-testiculo. El hipotdlamo secreta hormona
liberadora de génadotrofinas (GnRH) que actia sobre la adenohipdfisis. Esta, a su vez,
libera LH que actia sobre las células de Leydig, activando la sintesis y secrecion de
testosterona por parte de estas células. La LH se une especificamente a la membrana de
las células de Leydig y activael CAMP. Este inicia la activacion de proteinquinasas que
catalizan la fosforilacion de proteinas intracelulares y 1a movilizacion de precursores de
esteroides, principalmente la conversion de colesterol en pregnenolona. A partir de la
pregnenolona se sintetizan e resto de esteroides implicados en la reproduccion,
incluyendo latestosterona (Stabenfeldt y Edqvist, 1984).

La testosterona producida por las células de Leydig es liberada en los tabulos
seminiferos por difusion, smple o facilitada, y metabolizada en estrégenos y
dihidrotestosterona. Los estrogenos son liberados a torrente sanguineo, mientras que la
dihidrotestosterona es liberada de nuevo a los tubulos seminiferos (Johnson y Everitt,
1984) Asi, podriamos afirmar que cualquier situacion que alterara alguna de las fases de
dicho gje podria llegar a afectar la secrecion de andrégenos y, con ello, el proceso de
maduracion de | os espermatozoides.

De hecho, existe abundante bibliografia en diversas especies sobre € efecto dela
luz en las células de Leydig. Asi, en especies estacionales de dia corto, como €l jabali,
se ha observado que durante la época reproductiva la luz produce un incremento en la
frecuencia de secrecion de la GnRH. Este incremento de GnRH produce a su vez un
incremento en la secreciéon de LH que, por lo tanto, originard una sintesis y secrecion
més elevada de testosterona. Durante la temporada no reproductiva, la produccién de

testosterona es inferior porque la frecuencia de secrecion de LH es bagjay las células de
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Leydig no responden tanto a la accién de la LH. Ademés, se ha observado que la
funcion epididimaria depende de la presencia de testosterona adluminal, puesto que la
falta de esta hormona provoca una degeneracion del epididimo (Stabenfeldt y Edgvist,
1984). Por |o tanto, serialégico que cambios en los niveles de andrégenos epididimarios
se reflgaran de algin modo en la calidad espermatica. De ser cierta esta hipotesis en €l
caso del verraco, tendriamos que asumir gue los cambios en los niveles de testosterona
en el epididimo pueden ser |os responsables de que |os espermatozoides adquieran unas
caracteristicas de motilidad u otras.

Sin embargo, los androgenos no son €l Unico factor importante en la regulacion
epididimaria. Asi, otra sustancia importante en esta regulacion es la proteina de unién a
andrégenos (androgen binding protein, ABP). Esta proteina es secretada por las células
de Sertoli, siendo su sintesis y secrecion reguladas por la acciéon de la FSH. La ABP se
une a la testosterona y la transporta hasta e epididimo, regulando asi la funcién de la
hormona (Stabenfeldt y Edgvist, 1984). No hemos encontrado en la bibliografia
estudios que determinen si los cambios luminicos afectan o no la produccion de ABP,
pero podria ser asi. De esta manera los cambios observados podrian ser debidos a una
modificacién de la sintesis y/o secrecion de la ABP o de su capacidad para ligar y
transportar |a testosterona hasta el epididimo.

Sin embargo, los cambios en la motilidad espermética podrian deberse también a
una accién de la luz sobre la espermatogénesis del verraco, de tal manera que €
fotoperiodo podria inducir cambios estructurales sutiles que modificardn en dltima
instancia la motilidad. Asi, la luz induce la secrecion de melatonina en la glandula
pineal. Esta melatonina actla, por un lado, sobre los melan6foros que son los
encargados de la coloracién de la piel y, por otro, sobre los melanocitos. Estos a su vez
regulan la secrecion de la GnRH, lo que, como ya se ha indicado, afecta la secrecién de
testosterona en las células de Leydig. La testosterona es importante no solo para la
regulacion de la funcion epididimariay la aparicion y mantenimiento de los caracteres
sexuales secundarios, si no también para e mantenimiento de la espermatogénesis,
sobretodo en lafase de meiosis. Se ha observado que la FSH es necesaria parainiciar el
proceso de espermatogénesis. Sin embargo, unavez que el proceso se pone en marcha al
inicio de la pubertad, la secrecion de FSH parece que no es tan esencial para €
mantenimiento de la espermatogénesis, sino gue es la testosterona la que adquiere
mayor importancia (Stabenfeldt y Edqvist, 1984). Asi, una supresion de la secrecion de

testosterona inhibe la conversion de las espermatidas en estadio 7 a espermétidas en
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estadio 8. Del mismo modo, cuando se restaura la secrecion de testosterona, esta
conversion vuelve a establecerse. Por otro lado, parece ser que la supresion de la
testosterona provoca cambios en la adhesién de las espermétidas a las células de Sertoli,
modificando asi la espermiogénesis (Zirkin et al., 1998). También se ha observado que
una supresion en la secrecion de testosterona provoca un incremento de la apoptosis
celular durante la espermatogénesis de manera que se podria pensar gque la testosterona
actlia como factor de supervivencia, protegiendo a las células germinales de una muerte
apoptdtica. Por ultimo, la importancia de la testosterona en la espermatogénesis queda
patente en un estudio llevado a cabo por Zirkiny col. (1998) en ratas macho adultas. En
este estudio se observo una correlacion positiva entre el nimero de espermatozoidesy la
concentracion de testosterona en el fluido de los tubulos seminiferos. Esta correlacion
positiva alcanzaba una meseta y se mantenia constante cuando la concentracién de
testosterona eraigual o superior a 20 ng/mL.

Segin se desprende de lo anterior, los cambios de luz producirian
modificaciones en la espermatogénesis que se reflgjarian en alguno de los pardmetros
seminales analizados. De ser cierta esta hipotesis, seria necesario asumir que los
cambios en e nivel de testosterona intratesticular conferiran, a menos en parte, sus
caracteristicas motiles al espermatozoide. Partiendo de la base que las subpoblaciones
esperméticas parecen originarse durante la espermatogénesis, la variabilidad en las
subpoblaciones esperméticas reflgjaria las diferencias funcionales y adaptativas del
semen alas variaciones hormonales intra 'y extratesticulares (Abaigar et al., 1999). Esta
hipétesis parece estar sostenida por diversos estudios llevados a cabo en ratones, donde
se ha observado un empeoramiento de la motilidad de algunos, aungue no todos, los
espermatozoides debido a mutaciones especificas que los afectan de manera individual
(Olds-Clarke y Wivell, 1992; Olds-Clarke y Sego, 1992). Asi, podria ser que la
melatonina produjera algin cambio sutil a nivel de la espermatogénesis, dando lugar a
alteraciones en |os porcentgjes poblacional es.

Hasta este momento hemos asumido que los ligeros cambios observados en este
estudio en el semen de verraco serian atribuibles a las variaciones producidas en la luz
Yy, por consiguiente, a los cambios que ésta produce en la secreciéon de melatonina. Sin
embargo, € efecto que tiene la luz sobre la secrecién de melatonina no esta bien
establecido en el cerdo. En el caso de las especies estacionales con celo en dia corto,

como seria €l caso del verraco, la melatonina parece estimular €l e hipotalamo-
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hipéfisis-gdnadas, siendo su secrecion més alta durante los periodos de oscuridad o
escotofase (Karsh et al., 1994; Aleandri et al., 1996). Sin embargo, los resultados
obtenidos en diversos estudios realizados en el verraco difieren entre ellos. Asi, algunos
autores niegan la existencia de incrementos en la secrecion de melatonina durante la
escotofase tanto en fotoperiodos de dia largo (McConell y Ellendorff, 1987; Minton et
al., 1989) como en aguéllos de dia corto (Brandt et al., 1985). Tampoco se han descrito
cambios apreciables en la concentracion de melatonina en la glandula pineal durante
periodos de dia largo o corto (Reiter et al., 1987). De hecho, sblo se observaron
incrementos de secrecion nocturna en fotoperiodos ecuatoriales y Unicamente en la
mitad de los verracos estudiados (McConell y Ellendorff, 1987; Minton y Cash, 1990).
Sin embargo, Andersson et al (1998) observaron que cambios subitos en € régimen de
luz provocaban variaciones temporales en la actividad espermatogénica.

Quizés estas divergencias se deban al hecho de que la accién de laluz se debano
solo a tiempo que actla, sino también a su intensidad. En este sentido, un estudio
llevado a cabo por Griffith y Minton (1992) mostré que los niveles séricos de
melatonina en el verraco aumentaban durante la escotofase Unicamente si durante la
fotofase la intensidad luminica era ata (1,783 lux en dicho estudio). En cambio, s la
intensidad luminica de la fotofase era baja (113 lux) no existian diferencias en la
secrecion de melatonina entre la fotofase y la escotofase. Otro estudio, en cambio,
afirma que la intensidad luminica durante la fotofase no hace variar en absoluto la
secrecion de melatonina durante la escotofase (Tast et al., 2001). Del mismo modo,
establece que la intensidad luminica minima para que € cerdo sea capaz de diferenciar
entre dia y noche es de 40 Ix 0 menos y no de 113 Ix como establecieron Grifith y
Minton previamente. Del mismo modo, tampoco se observaron diferencias en la
secrecion de melatonina entre estaciones (Tast et al., 2001). En resumen, parece ser que
la intensidad luminica de la fotofase ha de superar un umbral minimo para activar €l
ritmo circadiano de la melatonina.

Estos estudios parecen indicar que quizas la melatonina no actuaria en realidad
en el verraco como estimuladora/inhibidora del gje hipotédlamo-hipdfisis-génadas, sino
como reguladora de los cambios luminicos. Esta hipétesis explicaria porqué no se
observan cambios significativos en las caracteristicas de calidad del semen. Los
sucesivos cambios en laintensidad y en la duracién de la luz natural, al ser graduales a
lo largo del afio, permitirian que las variaciones en la secrecion de melatonina fueran

también graduales y no se produjeran alteraciones en € semen. De ser cierta esta



Discusion

hipétesis, podriamos asumir que el fotoperiodo natural no tiene un efecto destacable
sobre las caracteristicas del semen. Asi, la pérdida de calidad en el semen después de los
meses de verano observada en las explotaciones comerciales seria debida a otros
factores, como las altas temperaturas ambientales combinadas con la excesiva humedad
reinante en |os recintos.

Un problema asociado a la apreciacion de variaciones en la calidad seminal es el
vaor relativo de los pardmetros de calidad seminal utilizados. Algunos autores
coinciden en afirmar que no existe relacion alguna entre los pardmetros de calidad
seminal y los de fertilidad (Hammerstedt, 1996; Johnson et al., 2000; Gadea, €t al.,
2001). En un estudio llevado a cabo por Gadea et al. (2001) se observd que los
porcentajes de motilidad total y motilidad progresiva, estado del acrosoma e integridad
de la membrana no presentaban correlacion alguna con la fertilidad y € tamafio de la
camada. Asi, segun estos resultados, el andlisis seminal seria Util para detectar los
eyaculados de baja calidad, pero no nos ofreceria informacion sobre su capacidad
fertilizante. Otros autores, en cambio, aseguran que agunas pruebas funcionales
permiten predecir determinados parametros de fertilidad. En nuestro estudio se
utilizaron dos de estas pruebas funcionales. Una de ellas fue € ritmo de produccion de
L-lactato. Estudios llevados a cabo por Rigau et al (1996) demostraron la existencia de
una correlacion elevada entre la produccion de L-lactato y el cociente entre el nimero
de partos 'y €l nimero de inseminaciones. Segun esto, y dado que en nuestro estudio no
se encontraron diferencias significativas en la produccion de L-lactato, la luz no
af ectaria a estos parametros reproductivos en modo alguno.

La otra prueba funcional utilizada fue el ORT. Schilling et al (1986) observaron
una elevada correlacion del porcentgje de ORT con el porcentaje de gestaciones y la
prolificidad. En nuestro estudio no se observaron diferencias significativas en €l
porcentgje de ORT. Por lo tanto, la luz no afectaria, segin nuestros resultados, a
porcentaje de gestaciones y a la prolificidad. Sin embargo, nuestros resultados difieren
de los obtenidos por otros autores. En estudios anteriores se observé que la temperatura
y €l fotoperiodo pueden afectar a la capacidad de resistencia de la membrana
acrosomica a los cambios osméticos del medio o del diluyente. Estos cambios en la
resistencia de membrana parecen estar asociados a variaciones en la composicion
proteica de dicha membrana (Trudeau y Sandford, 1986b; Zamboni, 1992). En relacién

con estos estudios, otros autores también han observado variaciones de la ORT a lo
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largo del afio, alcanzandose valores mas atos durante los meses de otofio (Ciereszko et
al, 2000; Pérez-Llano et al, 2001). Estos cambios pueden ser debidos a variaciones en €l
proceso de diferenciacion durante la fase de espermiogénesis que dan lugar a
variaciones en la composicién proteinica de las membranas plasmaticay acrosomica del
espermatozoide (Zamboni, 1992; Ciereszko et al, 2000). Asi, dado que en nuestros
resultados no hemos observado ninguna diferencia significativa en los porcentajes de
ORT, podriamos asumir que la luz no estd afectando, en nuestras condiciones
experimentales, al proceso de espermiogénesis. De este modo, la hipétesis propuesta
anteriormente segln la cual la luz produce cambios a nivel testicular pierde fuerza
frente a un efecto del fotoperiodo sobre la maduracion a nivel de epididimo. Por otro
lado, Abaigar et al (1999) postularon gue las subpoblaciones esperméticas se producen
durante la espermatogénesis, de manera que cuaquier situacion que la atere es
susceptible de provocar ateraciones en las subpoblaciones espermaticas. Ahora bien,
estas ateraciones provocan cambios a nivel genotipico, por lo que se trataria
fundamentalmente de mutaciones genéticas en los espermatozoides. Por |o tanto, estos
estudios parecen dar mas soporte a la hipétesis de que los cambios de luz producirian
alteraciones en los niveles de testosterona y que estas variaciones modificarian de algin
modo la maduracién de los espermatozoides a nivel de epididimo. De hecho, Park y Yi
(2002) han observado variaciones en los niveles séricos de testosterona en el verraco a
lo largo del afio. Los niveles més altos se observaron durante los meses de primaveray
los mas bgjos durante e verano. Durante el otofio y € invierno los valores son
intermedios. Ahora bien, seria necesario determinar si la disminucion de los niveles
séricos de testosterona se reflgja también a nivel testicular y/o epididimario para

confirmar 0 no esta hipotesis.

Efecto delaluz artificial sobre el semen fresco

El efecto de la luz sobre la reproduccion se ha estudiado tanto en regimenes de
luz natural como en aquéllos de luz artificial. Los Unicos resultados que hemos podido
recoger en la bibliografia relativos el efecto del régimen luminico artificial sobre el
sistema reproductor del verraco han estudiado sdlo alteraciones hormonales, sin
determinaciones de la calidad seminal. Ademas, estos estudios presentaron resultados
contradictorios. En el caso de la LH, agunos estudios observaron incrementos en su
concentracion sérica en machos suplementados luminicamente (Lee et al., 1987),

mientras que otros autores no observaron variacion alguna (Hoagland i Diekman, 1982;
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Brandt y Diekman, 1985). En lo que respecta a la concentracion sérica de testosterona,
sucede o mismo que con la LH, algunos autores han observado incrementos en su valor
cuando se suplementa con luz a los machos (Lee et al., 1987), mientras que otros no
(Minton et al., 1980).

En nuestro estudio se observaron algunas diferencias significativas entre el
grupo de luz artificial de 9 horasy el de luz artificial de 16 horas. Asi, en €l caso de las
anomalias morfoldgicas, los porcentajes de las anomalias de cabeza y de las anomalias
totales mostraron diferencias significativas. Cuando se analizaron estos datos en méas
profundidad se observé que estas diferencias aparecian en los Ultimos meses de estudio,
gue correspondian en su totalidad a grupo de 16 horas. Asi, podriamos pensar que
realmente la duracién de laluz tiene algun tipo de efecto sobre la morfologia del semen.
Sin embargo, como ya se ha descrito anteriormente, cuando se analizaron las anomalias
morfoldgicas en el grupo de luz natural, se observo el mismo fendmeno. Por lo tanto, y
del mismo modo que en e grupo de luz natural, parece més l6gico pensar que este
incremento en los porcentajes de anomalias es debido a la edad del verraco méas que a
efecto delaluz.

Respecto a los pardmetros medios de motilidad, observamos que todos €llos, a
excepcion de la WOB, presentaron valores superiores en el grupo de luz artificial de 16
horas. Sin embargo, Unicamente la ALHmed, la BCF y la HBS presentaron diferencias
significativas entre los dos grupos de luz artificial. Asi, podriamos afirmar que €l
nimero de horas de luz afecta de algin modo a las caracteristicas de motilidad del
semen, aunque no de una manera importante. En el andlisis de la evolucion de los
pardmetros medios se observaron pocas diferencias significativas de los diferentes
puntos de estudio respecto al punto de referencia (febrero en el caso del grupo de luz
artificial de 9 horas, septiembre en el caso del grupo de luz artificial de 16 horas).
Ademas, también se observé que éstos tienden a estabilizarse con el paso del tiempo. En
el caso del grupo de luz artificial de 9 horas, observamos que la ALHmed presenta
diferencias significativas respecto a punto de referencia (febrero) alo largo del tiempo.
Sin embargo, estas diferencias desaparecen cuando se toma como punto de referencia el
segundo mes de estudio (marzo). Los verracos del grupo de luz artificial fueron
introducidos en el programa luminico a mediados de enero. Teniendo en cuenta que la
espermatogénesis requiere un total de a menos 6 semanas para completarse

(Colenbrander y Kemp, 1990), las posibles variaciones del semen serian observables a
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partir del segundo mes de estudio. Asi, si tomamos como punto de referencia el mes de
marzo, observamos que las diferencias entre los puntos de estudio en realidad no son
tales, puesto que desaparecen. En el caso del grupo de luz artificial de 16 horas sucede
lo mismo, ya que las diferencias observadas en la HLO desparecen cuando se toma
como referencia el mes de octubre en vez del mes de septiembre.

En el caso de la evolucion de las subpoblaciones espermaticas, observamos el
mismo fendmeno. La mayoria de los parametros analizados presentan diferencias
significativas en aguno de los puntos de estudio respecto a los puntos de referencia.
Estas diferencias desaparecen si se toma como punto de referencia el segundo mes de
estudio en cada uno de los grupos de luz artificial. Asi, pues, también en las
subpoblaciones espermaéticas se observa la tendencia a estabilizarse con € paso del
tiempo.

Por lo tanto, podemos decir que la duracién de la fotofase, con una intensidad
constante, si parece tener algun tipo de efecto sobre la motilidad espermética. Ahora
bien, también es cierto que €l verraco parece disponer de algiin mecanismo capaz de
regular estos cambiosy estabilizar |as caracteristicas del semen, conservando una buena
calidad seminal. Este mecanismo, tal y como se ha dicho en apartado de luz natural,
podria estar regulado por la melatonina. Estos resultados parecen corroborar |a hipotesis
propuesta previamente segun la cual, la melatonina actuaria mas como reguladora del
ge hi potal amo-hipdfisis-testiculo que como hormona simplemente
estimuladora/inhibidora sobre dicho ge.

En € caso de la luz artificial, tal y como sucede en e caso del grupo de luz
natural, existen estudios que dan mayor peso a la teoria de que la luz produce cambios
en los niveles de testosterona y éstos, a su vez, provocan cambios a nivel de
maduracién. Andersson et al (1998) observaron que los niveles séricos de testosterona
eran superiores en los animales que disponian de un fotoperiodo artificial de 9 horas
comparado con los animales que disponian de 16 horas de luz. Asi, si retomamos los
resultados obtenidos en los grupos de luz natural, observamos que los valores de
motilidad varian significativamente en la VAP, la ALHmed, laBCF, laHLO y laHBS.
A lavista de estos resultados y de los obtenidos por Andersson et al (1998) podriamos
afirmar que los diferentes periodos de luz artificial producen variaciones en los niveles
séricos de testosterona, alterando consecuentemente las caracteristicas motiles de los
espermatozoides. La pregunta que se plantea a continuacion es por qué no se observan

estas variaciones en e grupo de luz natural. El planteamiento mas l6gico seria pensar
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que, dado que los cambios luminicos en el fotoperiodo natural son progresivos, €l
verraco se adapta de manera también progresivay no refleja cambios bruscos en las
caracteristicas motiles del semen.

Respecto alas pruebas funcionales realizadas, ORT y ritmo de produccion de L-
lactato, no se observaron diferencias significativas entre los grupos de estudio. Por lo
tanto, podriamos asumir que las variaciones observadas en las caracteristicas de
motilidad no afectarian a los pardmetros reproductivos relacionados con estas dos
pruebas, como son el porcentgje de gestaciones y fertilidad en e caso de la ORT
(Schilling et al., 1986), y e cociente entre € numero de partos y € numero de
inseminaciones en el caso del ritmo de produccion de L-lactato (Rigau et al., 1996). En
definitiva, podemos asumir que los regimenes de luz artificial usados en este estudio
provocan solamente pequefios y graduales cambios en la calidad semina de los
verracos, |os cuales, ademas, seguramente no afectaran la capacidad fertilizante de estos

animales “in vivo”.

Efecto delaluz sobre la conservacion de semen a 16°C

Cuando se analizaron las caracteristicas de las muestras seminales a cabo de 72
horas de conservacion a 16° C se observaron muy pocas diferencias significativas entre
los parametros de calidad seminal estudiados. Ademas, las diferencias detectadas fueron
siempre puntuales, tanto en el grupo de luz natural como en el grupo de luz artificial.
Asi, podriamos afirmar que laluz no gerce ningun efecto importante sobre la capacidad
de conservacion del semen en general. Por otra parte, uno de los factores que pueden
tener mas importancia en la modulacion de la capacidad de conservacion del semen
refrigerado es el propio diluyente utilizado. Un estudio llevado a cabo por Kuster y
Althouse (1999) muestra la capacidad del diluyente para alterar la capacidad fertilizante
del semen alo largo del tiempo de conservacion, afectando concretamente a la tasa de
partos y a nudmero de lechones. En dicho estudio se compararon dos diluyentes
comerciales y se observd que la tasa de partos y el nimero de lechones variaba entre
ambos a lo largo del tiempo, siendo inferiores en uno de ellos. En otro estudio,
Kommisrud et al (2002) observaron que los porcentagjes de motilidad total y acrosomas
intactos en e semen de verraco disminuian progresivamente después de cinco dias de
conservacion en BTS a 16°C. Estos resultados difieren totalmente de los nuestros, que

no presentaron diferencias significativas en estos parametros. Asi, podriamos afirmar
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que € diluyente condiciona la capacidad del semen para conservarse, siendo €l
diluyente utilizado en nuestro estudio, el SP, méas adecuado que €l BTS para conservar
el semen durante 3 0 4 dias.

Es interesante destacar un hecho que se produce en los porcentajes poblacionales
y que se observa tanto en el grupo de luz natural como en los de luz artificial. Este
hecho es el incremento que sufre la subpoblacion 2 en detrimento, basicamente, de la
subpoblacién 1. Curiosamente, esta subpoblacion 2 es la que presenta valores de VAP y
WOB bagjos. Seria ldgico pensar que esta subpoblacién es la que tiene menos capacidad
fecundante, o por o menos, la que tendrd menos posibilidades de fecundar €l ovocito o,
incluso, ser los espermatozoides que se estan muriendo. La disminucion en la
subpoblacién 1 también podria ser debida, por otra parte, al contenido de EDTA del
diluyente. El EDTA es un conocido quelante de calcio, de manera que disminuira la
capacidad de movimiento de los espermatozoides, puesto que este ion es fundamental
€N NUMErosos procesos espermaticos, desde el control de la motilidad espermética hasta
el desencadenamiento de la reaccién acrosdmica, la fusion espermatozoide-ovocito y la
activacion del ovocito (Y anagimachi, 1982; Suarez et al., 1993; Suérez y Dai, 1995). La
importancia del calcio en la regulacién de la motilidad queda evidenciada también por
estudios realizados con cafeina. Esta substancia libera el calcio intracelular de los
espermatozoides y activa su motilidad (Zuchhi y Ronca-Testoni, 1997). Asimismo,
también se ha observado que la cafeina es capaz de activar canales permeables al calcio
(Guerrero et al., 1994; Schoppe et al., 1997). Por lo tanto, si € diluyente utilizado para
la conservacion del semen contiene EDTA y éste tiene la capacidad de quelar € calcio,
es logico que la motilidad espermética se vea disminuida, lo cua redundaria en la
observada disminucion en el porcentaje de las subpoblaciones mas rdpidas y activas a
favor de las mas lentas. Por lo tanto, durante el proceso de conservacién, el cambio
entre |os porcentajes de subpoblaciones se deberia ala conjuncién de dos factores. Uno,
la muerte progresiva de los espermatozoides mas débiles. El otro, el enlentecimiento
general provocado por substancias del diluyente que modulan la motilidad, como el
EDTA. En definitiva, podriamos concluir que, segiin nuestros resultados, laluz en si no
alterala capacidad de conservacion del semen 'y que las variaciones que se observan son

debidas a la accion conjunta de estos dos factores.
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CONCLUSIONES

La luz, sea natural o artificia, no gerce ningun efecto significativo sobre las

anomalias morfol 6gicas del semen.

La edad presenta un efecto negativo sobre los porcentajes de anomalias
morfoldgicas. A mas edad, mayor es €l porcentaje de anomalias observado.

Los cambios progresivos de intensidad y duracion de la luz natural no ateran las

caracteristicas de motilidad de los espermatozoides de verraco.

La estructura de los espermatozoides métiles en un eyaculado de verraco, segun
nuestros resultados, en cuatro subpoblaciones esperméticas. La primera de €llas se
caracteriza por presentar una VAP intermedia con un elevado WOB. La segunda
presenta una VAP baja con un WOB intermedio. La tercera presenta una VAP baja

con un elevado WOB. Por ultimo, la cuarta presenta una VAP y un WOB elevados.

La luz natural de creciente provoca un incremento significativo de la subpoblacion
dos en detrimento de | as subpobl aciones restantes.

La luz artificia provoca cambios en las caracteristicas de motilidad del semen de
verraco. Sin embargo, estas variaciones se estabilizan a partir del segundo mes de
estudio. Asi, podemos afirmar que el sistema endocrino del verraco es capaz de

adaptarse alos cambios de luz.

Laluz no gerce ningun efecto sobre la capacidad de conservacion del semen.



Conclusiones

8. La conservacion del semen de verraco en diluyente SPSS a 16°C durante 72 horas
no provoca alteraciones significativas en las caracteristicas de calidad seminal.
Unicamente produce un incremento de la subpoblacion dos, la cual podria estar

constituida por |os espermatozoides de menor vitalidad.
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