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Resum

L’objectiu d’aquest treball és desenvolupar un métode per millorar la qualitat espermatica d’ejaculacions de mas-
cles reproductors Piétrain afectats per astenospérmia, astenoteratospérmia i teratospérmia. Les dosis seminals es
van filtrar en columnes de granadura (10 + 0,5 cm) amb un flux de sortida d’1 ml / 40 s. Per cada mascle es van
filtrar 10 ml de la fraccio rica de I’ejaculacio, diluida 1:6. La qualitat espermatica es va analitzar abans i després
de la filtracid. La morfologia, la concentracio i la motilitat espermatica es van avaluar utilitzant el programa in-
formatic SCA®2002 Produccid, mentre que la viabilitat espermatica es va valorar amb una multiple tincié fluo-
rocromica. Els resultats indiquen que la filtracié en columnes de granadura €s un metode efectiu per a la millora
de la qualitat espermatica de mascles reproductors Piétrain que presenten baixa qualitat espermatica.

Paraules clau: dosi seminal, ejaculacions amb baixa qualitat espermatica, filtraci6é en columna, granadura, quali-
tat espermatica.

Abstract

The aim of this work is to develop a method to enhance the sperm quality of low sperm quality ejaculates from
Piétrain boars affected by asthenospermia, asthenoteratospermia and teratospermia. Seminal doses were filtered
through columns of glass beads (length 10 + 0.5 cm) with an exit flow rate of 1 ml /40 s. For each male 10 ml of
the sperm cell-rich fraction, diluted at 1:6, were filtered. Sperm quality was assessed before and after filtration.
Sperm morphology, sperm motility and sperm concentration were determined using the computer program
SCA®2002 Production and, sperm viability was evaluated by fluorescence multistaining. Results show that fil-
tration through glass beads columns is an effective method for enhancing the sperm quality of Piétrain boars with

low sperm quality.
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INTRODUCCIO

L’exit dels processos d’inseminacid artificial (IA)
esta determinat basicament per la qualitat dels game-
tes. En els mascles d’alt interés genetic, perd que
presenten ejaculacions de baixa qualitat, cal aplicar
metodes de seleccid d’espermatozoides funcionals
de I’ejaculacié (Morrell, 2006). Entre tots els méto-
des disponibles cal escollir aquell que permeti 1’ob-
tenci6 de dosis seminals de major qualitat i concen-
tracié espermatica, ja que entre el procés de recollida
del semen i la IA hi ha una gran pérdua d’espermato-
zoides viables (Anzar i Graham, 1995).

En mamifers, s’han desenvolupat diversos meéto-
des per millorar la qualitat espermatica abans de la

IA. Entre d’altres, es poden destacar técniques com
el swim-up (Morrell, 2006), els gradients de Percoll
(Somfai et al., 2003) i la filtraci6 amb substancies
adhesives com llana de vidre (Mogas et al., 1998),
Sephadex neutre (Bussalleu ef al., 2008) o granadura
(Foote, 2001; Klinc et al., 2005). L’eficiencia d’a-
quests metodes varia segons les especies. Aixi
doncs, en humans, la filtracié de semen a través de
granadura comporta un augment de la motilitat pro-
gressiva, de la viabilitat i de la capacitat fecundant
dels espermatozoides (Daya i Gwatkin, 1987). En
equins també s’ha demostrat que la filtracié en gra-
nadura ¢s efectiva per a la millora de la qualitat es-
permatica (Klinc et al., 2005).

L’objectiu d’aquest estudi és determinar I’efecte
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de la filtracié en granadura sobre la qualitat esper-
matica de dosis seminals de mascles porcins afectats
per astenospérmia, atenoteratospérmia i teratosper-
mia.

MATERIAL I METODES

En aquest treball es van utilitzar 46 mascles porcins
postpuberals i amb baixa qualitat espermatica de la
raca Piétrain, procedents de les empreses Semen
Cardona (Cardona, el Bages) i Seleccio Batallé (Riu-
darenes, la Selva).

Atenent als criteris establerts per Bonet er al.
(1995), els mascles es van classificar com a: mascles
astenospermics (n =7), amb baixa motilitat esper-
matica; mascles astenoteratospérmics (n=6), amb
baixa motilitat i una baixa freqiiéncia d’espermato-
zoides madurs; mascles teratospérmics amb > 10 %
d’anomalies cefaliques (n =22); mascles teratosper-
mics amb > 10 % d’anomalies a la cua (n = 3) i mas-
cles teratospérmics amb > 8 % d’anomalies cefali-
ques i > 10 % anomalies de la cua (n = 8).

Les mostres de semen es van obtenir pel métode
de la munta sobre maniqui i masturbacié manual. La
fraccio espermatica recollida es va diluir a la propor-
ci6 1:6 amb diluent BTS (Tecnovit, Espanya) i es
van transportar refrigerades des de les installacions
de Seleccié Batallé i Semen Cardona al Laborato-
ri de Biotecnologia de la Reproduccié Animal i Hu-
mana de la Universitat de Girona. Al laboratori les
dosis seminals es van filtrar en columnes de grana-
dura (Sigma) amb les segiients condicions de treball:
10 + 0,5 cm d’al¢ada del 1lit, 23 °C de temperatura al
laboratori i un flux de sortida de 1 ml /40 s. Les do-
sis seminals filtrades es van eluir amb 40 ml del ma-
teix diluent BTS. L’analisi de la qualitat espermatica
de les dosis seminals es va realitzar abans i després
de la filtracio. Per a la valoracio de la concentracio
espermatica, la motilitat (% total d’espermatozoides
mobils) i la morfologia espermatica es va emprar el
programa informatic SCA®2002 Produccio (Mi-
croptic, Barcelona, versié 2003). L’estudi de la via-
bilitat espermatica es va basar en la valoracié con-
junta de I’estat del nucli, de la membrana
plasmatica, de ’acrosoma 1 la integritat de la beina
mitocondrial mitjangant el métode de la multiple tin-
ci6 fluorocromica (Bussalleu ef al., 2005). Per a I’a-
nalisi estadistica es va emprar el test ANOVA (SPSS
per a Windows, versi6é 14.0) amb un nivell de signi-
ficaci6 de P<0,05 i amb transformacié arcsinus
prévia (v/x/100) per a les variables.
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RESULTATS

En els mascles astenospérmics, la filtracid a través
de columnes de granadura provoca un augment de la
freqiiéncia d’espermatozoides madurs i una disminu-
ci6 de la freqiiencia d’espermatozoides aglutinats
(P <0,05), perd no va afectar ni la motilitat, la viabi-
litat ni la concentracié espermatica (P> 0,05). Des-
prés de la filtracio de dosis seminals de mascles tera-
tospermics amb anomalies cefaliques en columnes
de granadura, es va observar un augment de la fre-
qiiéncia d’espermatozoides madurs i una disminucio
de la freqiiencia d’espermatozoides aglutinats i d’es-
permatozoides amb anomalies cefaliques (P < 0,05).
Per contra, el procés de filtracio va causar un des-
cens significatiu de la concentracid espermatica
(P <0,05) pero no va afectar ni la freqiiéncia d’es-
permatozoides mobils ni la de viables (P > 0,05). En
els mascles teratospeérmics amb > 8 % d’anomalies
cefaliques 1 > 10 % d’anomalies de la cua, després
de la filtracio s’incrementa la freqiiéncia d’esperma-
tozoides madurs i va disminuir la freqiiencia d’es-
permatozoides amb gota distal (P < 0,05), mentre
que la resta de parametres analitzats no variaren en-
tre abans i després de la filtracié (P > 0,05).

En els mascles astenoteratospermics i els mascles
teratospermics amb anomalies a la cua, la filtracio en
columnes de granadura no va afectar la motilitat, la
viabilitat, la concentracio ni la morfologia esperma-
tica (P > 0,05 en tots els casos).

DISCUSSIO

En aquest treball s’ha testejat 1’efecte de la filtracié a
través de columnes de granadura sobre la qualitat es-
permatica de dosis seminals de mascles reproductors
Piétrain afectats d’astenospérmia, astenoteratos-
permia i teratospermia. En tots els grups s’observa
una disminucié de la concentracié espermatica, men-
tre que la viabilitat es va mantenir constant després
de la filtracié. La pérdua d’espermatozoides des-
prés del procés de filtracié s’ha descrit per a dife-
rents especies, com ara cavalls (Sieme ef al., 2003),
toros (Januskauskas et al., 2005) i porcs (Bussalleu
et al., 2008).

En aquest estudi, els espermatozoides viables
eren aquells que presentaven el nucli, la membrana
plasmatica, la beina mitocondrial i I’acrosoma intac-
tes. Després de la filtracio en les columnes de grana-
dura no es va observar, en cap dels grups estudiats,
que la filtraci6 induis la reaccid acrosomica o afectés
la integritat de les membranes o del DNA. En estu-
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Taula 1. Grups de mascles
Teratospérmics Teratospérmics Teratospérmics
Astenospérmics Astenoteratospeér- permi permi amb anomalies
_ . _ amb anomalies amb anomalies . .
n=17 mics (7 = 6) cefaliques (n=22)  ala cua (n=3) cefaliquesiala
cua (n=28)
Parametre Dosino  Dosi Dosino  Dosi Dosino  Dosi Dosino  Dosi Dosino Dosi
filtrada filtrada filtrada filtrada filtrada filtrada filtrada filtrada filtrada filtrada
:/s[oetsl::rt:;\ttica 67,69% 5726% T71,47% 6585% 89,17% 79,46% 91,67% 74,83% 87,80% 82,43 %
P ea £12,60 £22,19 £7,09 £17,74 £503 1145 £402  £1059 +556 £816
% spz. mobils
Z;‘;Z’r‘::;‘:ica 7871% 7857% 7728% 8144% 7870% 8235% 8122% 8055% 77.71% 82,96 %
S n VBBAB F332 656 581 £312 £438 4374 4387 #3240 2444 302
x"g‘:}‘ﬁl‘i‘a 8895% 9433% T489% 8450% T479% 8643% T244% 80,22% 6575% 81,58 %
oP £330 £232° 11,08 £694  £7,00  +4,69¢ £608  £271  £6]10 =468
% spz. madurs
0,
:;;}'fél?égb 371%  2,67%  733%  489% 1142% 653%  400% 345% 850% 425%
- +1,32 +143 +2.30 +2,03 +4,89 +3,56¢ +1,15 +1,07 + 3,68 +2,90
cefaliques
% spz. amb ano- 0,95 % 0,52 % 3,17 % 2,11 % 1,53 % 0,92 % 1222% 10,44 % 1521 % 9,42 %
malies a la cua +0,75 +0,74 +2,56 +1,89 +1,24 +1,28 +4.91 +4,62 +7,96 +5,30
% spz. amb 1,62%  052%  261% 194%  418%  229% 122% 122% 087% 054%
gota proximal +1,16 +0,84 +0,93 + 1,60 +245 +2.35 +1,26 +2,12 +0,73 +0,40
% spz. amb 200% 081% 967%  450% 595%  286% 689% 233%  600% 2,13%
gota distal 189  £145  £1091 £520  £6,65 +442  £334 =115  £397 =171
% snz. aglutinats 2,76 % 1,14 % 2,34 % 2,06 % 2,12 % 0,97 % 3,22 % 2,33 % 3,67 % 2,08 %
o Spz. ag + 1,09 +0,88¢ +1,18 +1,26 +0,86 +0,64° +0,20 +1,15 +1,71 +1,03
ecs"'g‘::;:if;" 1031,14 570,86 928 733,50 149545 981,82 179633 987 1377 978,75
P +550,47 +347,48 +£192,62 +£27492 +54280 +479¢ +179,81 +£325,54 +401,80 +596,81

(x 106 spz./ml)

Els resultats s’expressen com la mitjana % + SD.

“Diferencies significatives entre les dosis no filtrades i les dosis filtrades en granadura (P < 0,05)

dis similars amb bovi, pero, la filtracié amb grana-
dura incrementava la freqiiéncia d’espermatozoides
viables (Foote, 2001). Aixi doncs, les diferéncies en-
tre els nostres resultats i els obtinguts en altres tre-
balls poden ser degudes a la técnica utilitzada per a
I’avaluacio6 de la viabilitat espermatica. En la majo-
ria d’estudis, la permeabilitat de la membrana, la
integritat del DNA i I’estat de I’acrosoma s’analitzen
de manera independent. Per contra, en aquest treball
I’estat d’aquests parametres s’estudia simultania-
ment. Conseqiientment, 1’analisi mitjanc¢ant la multi-
ple tinci6 amb fluorocroms €s més restrictiva que
I’avaluacio independent, ja que només es consideren
viables aquells espermatozoides amb la membrana
plasmatica, el nucli, la beina mitocondrial i I’acroso-
ma intactes.

Respecte a la millora de la morfologia espermati-
ca, els millors resultats s’observen en les dosis semi-
nals que abans de la filtracié presenten més d’un
15 % d’espermatozoides aberrants. Aquests resultats
concorden amb els obtinguts per Grahma i Graham
(1990) en bovi; segons aquests autors, I’efectivitat
de la columna en la millora de la morfologia esper-

matica esta inversament correlacionada amb la qua-
litat espermatica. També en equins, la filtracié de se-
men a través de columnes de granadura ocasiona una
millora de la morfologia espermatica (Klinc ef al.,
2005).

En conclusio, segons els resultats obtinguts en
aquest estudi, malgrat que hi hagi una pérdua de
concentracié espermatica, les columnes de granadu-
ra son efectives per millorar la qualitat espermatica
de mascles reproductors Piétrain que presenten una
baixa qualitat espermatica abans dels processos d’in-
seminacio artificial o de criopreservacio.
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