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resumen

Las gotas citoplásmicas (GCs) son remanentes del citoplasma que quedan adheridos al 
espermatozoide después de la espermatogénesis, constituyen la anormalidad espermática 
más frecuente en porcinos, y se relacionan claramente con baja fertilidad. Hay serios indicios 
de que la fructosa y el AMPc del plasma seminal intervienen en la maduración espermática, en 
el desprendimiento de las GCs, y en la reacción acrosómica. El objetivo del presente estudio 
fue evaluar el efecto de la adición de plasma seminal, en el desprendimiento de las GCs 
en machos con diagnóstico de persistencia de las mismas. En el estudio se emplearon tres 
verracos (dos con persistencia de GCs y uno normal) de tres a cinco años de edad, alojados 
en la granja Montelindo de la Universidad de Caldas; a los cuales se les realizaron análisis 
seminales semanales, completos, durante cuatro meses. Se llevó a cabo un arreglo factorial 
3x3x2 (adición a la FR de los machos con persistencia de GCs de 0%, 20% de PSMS y 20% de 
PSMGCs; 0, 60 y 120 minutos de incubación, y 16 y 37°C de temperaturas de incubación) en 
un diseño de bloques completos al azar, analizado mediante análisis de varianza y prueba 
de Tukey. La incubación del semen de machos con persistencia de GCs con PSMGCs redujo 
más del 4% las GCs respecto a la incubación sin PS y con PSMS; igualmente se registró 
reducción de aproximadamente el 5% en las GCs, al aumentar el tiempo de incubación de 0 
a 120 minutos, y alrededor de 2% al llevar la temperatura de incubación de 16 a 37ºC.

Palabras clave: semen porcino, gotas citoplasmáticas, plasma seminal, evaluación seminal, 
calidad seminal.
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abstract

The cytoplasmic droplets (CDs) are remnants of the cytoplasm that are attached to the sperm 
after spermatogenesis. CDs constitute the most frequent sperm abnormality in pigs and are 
clearly related to low fertility. There are serious indications that fructose and the seminal 
plasma AMPc are involved in sperm maturation in the CDs detachment and in the acrosome 
reaction. The objective of this study was to evaluate the effect of the addition of seminal 
plasma in the CDs detachment in males with diagnosis of persistence of such detachment. 
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Three boars (two with persistence of CDs and one normal) from three to five years of age, 
housed in the Montelindo farm at Universidad de Caldas were used in the study. These 
boars were performed complete seminal analysis weekly during four months. A factorial 
arrangement 3x3x2 (addition to the males FR with CDs persistence of 0%, 20% of SPHM and 
20% of SPMCDs; 0, 60 and 120 minutes incubation, and 16, and 37°C incubation temperature) 
was carried out in a randomized complete blocks design, analyzed through variance analysis 
and Tukey’s test. Incubation of males semen with persistence of CDs with SPMCDs decreased 
more than 4% the CDS with regards to incubation without SP and SPHM; similarly, there was 
reduction of approximately 5% in CDs when increasing incubation time from 0 to 120 minutes, 
and about 2% when increasing incubation temperature from 16 to 37ºC.

Key words: boar semen, cytoplasmic droplets, seminal plasma, semen quality.

introduCCiÓn

Las gotas citoplásmicas (GCs) constituyen la anormalidad espermática más 
frecuente en porcinos (FISCHER et al., 2005; GÓMEZ, 2010), y se relacionan 
claramente con baja fertilidad (LOBERCAMP et al., 2007). Además, se asocian 

con descarte de dosis seminales, de machos, y con baja rentabilidad de los 
centros de producción de material seminal. Las GCs son pequeños remanentes del 
citoplasma original del espermatozoide, que quedan adheridos al espermatozoide 
después de la espermatogénesis (KAPLAN et al., 1984); estas estructuras migran 
desde la porción proximal del tracto intermedio del espermatozoide a la porción 
distal, durante el paso por el epidídimo, en el proceso de maduración (FISCHER et al., 
2005), para luego eliminarse (KAPLAN et al., 1984). HARAYAMA et al. (1996) y KATO 
et al. (1996), encontraron que su eliminación ocurre uno a dos minutos después de la 
eyaculación, cuando los espermatozoides se mezclan con componentes del plasma 
seminal (PS) como la fructosa y el adenosín monofosfato cíclico (AMPc). Se considera 
que un macho tiene persistencia de GCs, cuando permanentemente presenta un 
porcentaje ≥ a 20% de estas, después del proceso natural de eliminación. Es común 
encontrar defectos estructurales de la cola asociados a GCs, denominados reflejo 
distal de la pieza media y ovillo-gota; el primero consiste en el plegamiento de la 
cola entorno a la gota, en un ángulo de 180° (FISCHER et al., 2005); y el segundo 
se da por el enrollamiento total o parcial de la cola sobre la gota citoplásmica 
(BONET et al., 1993).

El PS es una mezcla de secreciones provenientes de la red testicular, el epidídimo 
y las glándulas sexuales accesorias (CENTURIÓN et al., 2003; CABALLERO et al., 
2004); funciona como vehículo y medio de inmersión de los espermatozoides 
después de la eyaculación (GARCÍA, 2007), participa en la regulación de procesos 
relacionados con nutrición, protección, maduración, movilidad (WABERSKI et 
al., 1995), y capacitación del espermatozoide (CALVETE et al., 1997). El PS tiene, 
además, factores que influyen en la respuesta inmune, las contracciones uterinas, 
la relajación del istmo oviductal (WABERSKI et al., 1995), la ovulación de la 
cerda (SARAVIA et al., 2009), el transporte de los espermatozoides (ROZEBOOM, 
2000) y el reconocimiento y la unión entre gametos (CALVETE et al., 1996). Los 
componentes del PS varían entre machos (CABALLERO, 2007), y entre las fracciones 
del eyaculado en razón de su origen. El PS de la fracción pre-espermática está 
compuesto principalmente por mucina proveniente de las glándulas bulbouretrales 
y uretrales; el PS de la fracción rica en espermatozoides (FR), particularmente de 
la primera porción (primeros 10 ml), está compuesto por bicarbonato de origen 
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prostático, y por secreciones proteicas del epidídimo y las vesículas seminales; el 
PS de la fracción post-espermática o fracción pobre en espermatozoides (FP), está 
compuesto, también, por bicarbonato de la próstata, y por proteínas, fructosa y 
AMPc, secretadas en las vesículas seminales (HARAYAMA et al., 1996; RODRÍGUEZ-
MARTÍNEZ et al., 2005; SARAVIA et al., 2009). La fructosa es el azúcar que utilizan 
normalmente los espermatozoides como fuente de energía, para llevar a cabo 
los procesos metabólicos (FOLEY et al., 1964), y el AMPc funciona como segundo 
mensajero, participa en la activación de la tirosina kinasa y la fosforilación 
proteica, en la capacitación espermática y la fecundación (ADACHI et al., 2008). 
Tanto la fructosa como el AMPc, intervienen en la maduración espermática, en el 
desprendimiento de las GCs (HARAYAMA et al., 1996), en la reacción de acrosoma, 
en la movilidad e hiperactivación espermática y en la fecundación (ADACHI et al., 
2008). Se ha observado que a diluciones bajas, la adición de PS al semen refrigerado 
de porcino puede disminuir la capacitación prematura, mejorar la viabilidad y la 
capacidad fecundante de los espermatozoides (WABERSKI et al., 1995; GARNER et 
al., 2001). Las espermadhesinas son proteínas del plasma seminal porcino (PSPs, 
de su nombre en inglés porcine seminal plasma proteins) y se clasifican como las 
AQN (alanina-glutamina-asparagina) I-III y AWN (alanina-triptófano-asparagina), 
que tienen capacidad de unión a la heparina y los heterodímeros PSP I y PSP II, que 
no tienen esta propiedad (CALVETE et al., 1997; CABALLERO et al., 2004). Ambos 
grupos se encuentran en mayor proporción en la FP, debido a que aumentan a 
medida que decrece la concentración de espermatozoides (RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ 
et al., 2005; GARCÍA, 2007). La importancia de las espermadhesinas radica en que 
se unen a la superficie del espermatozoide durante la eyaculación, y contribuyen 
a la unión con el ovocito (JONÁKOVÁ & TICHÁ, 2004). Además, se ha encontrado 
su expresión en la cola del epidídimo (EKHLASI-HUNDRIESER et al., 2002), sin 
embargo, no está clara aún su función en la maduración espermática. Las proteínas 
del epidídimo también hacen parte de las proteínas del PS, y aunque participan en 
la maduración espermática (OKAMURA et al., 1992), no se conoce su efecto en el 
desprendimiento de las GCs. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto 
de la adición de plasma seminal, en el desprendimiento de las GCs en machos con 
diagnóstico de persistencia de las mismas.

Materiales Y MÉtodos

Para este estudio se emplearon tres verracos de tres a cinco años de edad, alojados 
en la granja Montelindo de la Universidad de Caldas, vereda Santagueda del 
municipio de Palestina (Caldas) (1024 msnm, 24°C de temperatura media, 2200 
mm de precipitación anual y 76% de humedad relativa; corrales individuales de 7 
x 3 m, 2 kg/animal/día de un balanceado comercial con 12% de proteína y agua 
limpia a voluntad). A los machos se les realizaron análisis seminales semanales, 
durante cuatro meses; los espermogramas de los tres primeros meses se emplearon 
para establecer la condición de cada animal con respecto a la presencia de GCs. 
Dos machos fueron diagnosticados como persistentes y uno como normal. Las 
eyaculaciones se realizaron mediante la técnica de la mano enguantada entre las 
04:00 y 06:00 horas; se separó la FR y la FP, y se transportaron inmediatamente 
al Laboratorio de Control de Calidad Seminal del Instituto de Biotecnología 
Agropecuaria de la Universidad de Caldas. Se efectuó dilución en BTS (de su 
nombre en inglés Beltsville Thawing Solution), a una concentración de 30 x 106 
espermatozoides/ml. El PS se obtuvo por centrifugación de cada FP a 800 rpm por 
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15 minutos, y se almacenó a temperatura ambiente hasta su uso; así se consiguió 
PS del macho sano (PSMS) y PS de los machos con persistencia de GCs (PSMGCs). 

Cada espermograma consideró: temperatura, pH, concentración en fotómetro 
Spermacue-Minitüb y en cámara de Bürker en microscopio de campo claro con 
objetivo de 40X; morfología mediante fijación con solución salina formolada y 
evaluación de 300 espermatozoides en microscopio de campo claro con objetivo de 
40X. La supervivencia espermática y la integridad acrosómica de la siguiente manera: 
se incubó 400 µl de una dilución seminal a 30 x 106 espermatozoides/ml de BTS con 
100 µl de FITC-PNA y 40 µl de PI a 37°C por 15 min y esta mezcla se fijó en 200 µl 
de solución salina formolada (CABALLERO et al., 2004); se depositaron 10 µl de la 
combinación anterior en un portaobjetos, se colocó cubreobjeto e inmediatamente 
se observó en un microscopio Eclipse 80i Nikon con epifluorescencia, con filtros de 
440 nm de longitud de onda. En esta prueba los espermatozoides se clasificaron 
según su respuesta a los colorantes en 4 categorías celulares: categoría 1 (C1), 
espermatozoides muertos con acrosoma intacto o PI+/FITC-PNA-; categoría 2 (C2), 
espermatozoides muertos con acrosoma reaccionado (reacción acrosómica falsa 
o por degeneración) o PI+/FITC-PNA+; categoría 3 (C3), espermatozoides vivos 
con acrosoma intacto o PI-/FITC-PNA- (espermatozoides no coloreados); categoría 
4 (C4), espermatozoides vivos con acrosoma reaccionado (reacción acrosómica 
verdadera) o PI-/FITC-PNA+.

La supervivencia espermática se evaluó, también, mediante tinción con Eosina-
Nigrosina (E/N), en microscopio de campo claro con objetivo de 40X. La integridad 
acrosómica, también fue evaluada mediante fijación con glutaraldehído al 2% en BTS 
en microscopio de contraste de fases (Alphaphot YS2, Nikon) con objetivo de 40X 
(PURSEL & JOHNSON, 1974). La Integridad bioquímica de la membrana plasmática 
(IBMP), se evaluó mediante el test corto de hinchazón hipoosmótica (sHOST, de 
su nombre en inglés short Hypoosmotic Swelling Test) (PÉREZ-LLANO et al., 2001).

El estudio se planteó como un arreglo factorial 3x3x2 usando: 3 niveles de adición 
de PS a la FR de los machos con persistencia de GCs (0%, 20% de PSMS y 20% de 
PSMGCs), 3 tiempos de incubación (0, 60 y 120 minutos), y 2 temperaturas de 
incubación (16 y 37°C), en un diseño de bloques completos al azar (bloqueo por 
fecha de muestreo). Se realizó un análisis de varianza mediante el programa GLM 
de SAS y las variables que arrojaron diferencias significativas se compararon por 
la prueba de Tukey.

resultados Y disCusiÓn

El efecto de la interacción entre los tres factores (tiempo de incubación, adición de 
plasma y temperatura de incubación), sobre las variables seminales evaluadas (GCs 
totales, % de células normales, integridad bioquímica de la membrana plasmática, 
integridad acrosómica, supervivencia espermática por E/N e integridad acrosómica 
combinada con supervivencia espermática) no fue significativo (P>0,05). Se registró 
efecto significativo (P≤0,05) de la interacción Tiempo de incubación por Adición 
de PS, sobre la integridad acrosómica y sobre el porcentaje de espermatozoides 
muertos con acrosoma intacto. El porcentaje de espermatozoides con acrosoma 
normal registrado con la combinación de 0% de PS a 120 minutos (92,71%), fue 
superior (P≤0,05) al obtenido con 20% de PSMGCs a 60 minutos (90,58%) (Fig. 1), los 
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promedios restantes fueron iguales. Los porcentajes de espermatozoides muertos 
con acrosoma intacto no registraron diferencias significativas (P>0,05) en la prueba 
de Tukey. Los valores promedio de integridad acrosómica fluctuaron entre 90,58 
y 92,71%, muy por encima de 70%, considerado valor mínimo aceptable.

Efecto de la interacción Tiempo por Adición de PS sobre la variable Integridad 
acrosómica con glutaraldehído, en semen de machos con persistencia de GCs. 

figura 1.

Efecto de la interacción Tiempo por Adición de PS sobre la variable Integridad 
acrosómica asociada con Supervivencia espermática (C1, C2, C3 y C4), en semen 
de machos con persistencia de GCs.

figura 2.

* Medias identificadas con letras iguales, fueron iguales para la prueba de Tukey (P>0,05). 
Error estándar: ±0,46.
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La interacción Adición de PS por Temperatura de incubación tuvo efecto altamente 
significativo (P≤0,01), sobre la Integridad bioquímica de la membrana plasmática 
y sobre el porcentaje de espermatozoides muertos con acrosoma intacto. Los 
porcentajes de espermatozoides positivos a HOST tendieron a bajar con la 
incubación a 37°C, sin embargo, esta reducción solo fue significativa (P≤0,05) en 
espermatozoides incubados sin plasma (bajó de 63,76% a 49,74%). En general los 
valores de HOST+ estuvieron por encima del 50% considerado como valor mínimo 
normal (50%) (Fig. 3). Estos resultados concuerdan con el trabajo de SALA-ECHAVE 
et al. (2008), donde se encontró que la incubación de semen a temperaturas mayores 
de 20°C redujo la funcionalidad bioquímica de la membrana, la movilidad y el 
porcentaje de acrosomas normales. El porcentaje de células muertas con acrosoma 
intacto obtenido con 0% de PS a 37°C (13,97%), fue superior (P≤0,05) al obtenido 
con 20% de PSMGCs (9,83%) a la misma temperatura; los valores restantes para 
esta variable fueron iguales (P>0,05) (Fig. 4). 

La evaluación de la Integridad acrosómica en asociación con la supervivencia celular 
mediante el empleo de fluorocromos (PI/FITC-PNA), registrada en las Figuras 2 y 4 
permite apreciar que los valores de porcentaje de células vivas con acrosoma intacto 
estuvieron siempre por encima del 70%, valor considerado como el límite inferior 
aceptable para supervivencia espermática. El porcentaje de espermatozoides vivos 
con reacción acrosómica verdadera fluctuó entre 9,06% y 14,12%, y el porcentaje 
de espermatozoides muertos con reacción acrosómica falsa entre 1,15% y 2,47%. 

La interacción Tiempo de incubación por Temperatura de incubación, no registró 
efecto significativo (P>0,05) sobre las variables seminales evaluadas. 

La adición de PS afectó de manera altamente significativa (P≤0,01) las variables: GCs 
totales, % de células normales, y supervivencia espermática por E/N. El porcentaje 

Efecto de la interacción Adición de PS por Temperatura sobre la variable Integridad 
bioquímica de la membrana, en semen de machos con persistencia de GCs.

figura 3.

* Medias identificadas con letras iguales, fueron iguales para la prueba de Tukey (P>0,05). 
Error estándar: ±1,89.



bo
l.c

ie
nt

.m
us

.h
ist

.n
at

. 1
5 

(2
): 

94
 - 

10
4

Henao, Valencia, Díaz y Rangel100

de gotas totales obtenido con la adición de 20% de PSMGCs (33,2%), fue inferior 
(P≤0,05) al obtenido con 20% de PSMS (38,07%) y 0% PS (37,77%), consecuentemente 
el porcentaje de células normales fue superior al incubar con 20% de PSMGCs 
(66,4%) (Fig. 5). Este resultado concuerda con el trabajo de HARAYAMA et al. 
(1996), donde la adición de fructosa y AMPc del PS propicia la liberación de las 
GCs; y difiere con el trabajo de BERGER & CLEGG (1985), que hallaron mayor 
porcentaje de GCs retenidas al adicionar PS. La adición de 20% de PSMS no propició 
el desprendimiento de GCs, debido posiblemente a diferencias en los componentes 
del PS entre machos (CABALLERO, 2007). La supervivencia espermática presentó 
porcentaje inferior con la adición de 20% de PSMGCs (90,48%) y 20% PSMS (91,04%), 
comparado al porcentaje obtenido con 0% PS (92,74%) (Fig. 5). Los valores promedio 
de supervivencia espermática fluctuaron entre 90,48 y 92,74%, por encima de 70% 
considerado valor mínimo aceptable.

El factor Tiempo de incubación registró efecto altamente significativo (P≤0,01) sobre 
GCs totales, % de normales, integridad bioquímica de la membrana y significativo 
(P≤0,05) sobre la supervivencia espermática por E/N. Los porcentajes de GCs fueron 
diferentes (P≤0,05) en todos los tiempos de incubación (40,63% a los 0 min; 35,51% 
a los 60 min y 32,9% a los 120 min), con obtención del porcentaje de GCs más bajo 
a los 120 minutos, a consecuencia de lo anterior el porcentaje de células normales 
fue superior al aumentar el tiempo de incubación (66,46%) (Fig. 6). 

Efecto de la interacción Adición de PS por Temperatura de incubación sobre la 
variable Integridad acrosómica asociada con Supervivencia espermática (C1, C2, 
C3 y C4), en semen de machos con persistencia de GCs.

figura 4.

* Medias identificadas con letras iguales, fueron iguales para la prueba de Tukey (P>0,05). Error 
estándar para C1: ±0,68.
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ZOU & YANG (2000), describieron que la incubación del semen, sin la adición 
de ningún componente, propicia la liberación de las GCs, que ocurrió en mayor 
proporción cuando se incubó por un tiempo mayor a 60 min. 

Efecto de la Adición de PS sobre las variables: % de células normales, GCs totales y 
Supervivencia con eosina-nigrosina, en semen de machos con persistencia de GCs. 

figura 5.

Efecto del Tiempo de incubación sobre las variables: % de células normales, GCs 
totales, Supervivencia con EN, Integridad bioquímica de la membrana, en semen 
de machos con persistencia de GCs. 

figura 6.

* Medias identificadas con letras iguales, fueron iguales para la prueba de Tukey (P>0.05). Error 
estándar: Normales (±0,74), GCs totales (±0,74) y Supervivencia EN (±0,48).

* Medias identificadas con letras iguales, fueron iguales para la prueba de Tukey (P>0.05). Error 
estándar: Normales (±0,74), GCs totales (±0,74), Supervivencia EN (±0,48) y HOST+ (±1,89).
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El porcentaje de espermatozoides positivos a HOST a los 0 min (58,51%) y 60 
min (54,48%), fue superior que el tiempo de incubación a 120 min (52,76%), lo 
cual coincide con los reportes de SALA-ECHAVE et al. (2008); y la supervivencia 
espermática a los 0 min (92,49%), fue superior que a los 60 min (90,85%) de 
incubación (Fig. 6), concordante con los resultados de KAWANO et al. (2004) y 
GARCÍA et al. (2010), con semen congelado-descongelado.

La Temperatura de incubación tuvo efecto significativo (P≤0,05) sobre las GCs 
totales y sobre el % de células normales, y efecto no significativo (P>0,05) sobre 
la integridad acrosómica y la supervivencia por E/N. Los porcentajes de GCs 
fueron inferiores al incubar a 37°C (35,38%), que la incubación a 16°C (37,32%), 
consecuentemente el % de células normales aumentó a 64,13% en la incubación 
a 37°C (Fig. 7), esto coincide con lo reportado por ZOU & YANG (2000), donde la 
liberación de GCs era mayor a temperaturas 4 y 15°C que las temperaturas de 
incubación a 39 y 20°C. 

ConClusiones

· La interacción entre los tres factores (tiempo de incubación, adición de plasma 
y temperatura de incubación) y la interacción de Tiempo de incubación por 
Temperatura de incubación no afectaron de manera significativa las variables 
dependientes medidas (P>0,05).

· A pesar de que se registró efecto por lo menos significativo (P≤0,05) de la 
interacción Tiempo de incubación por Adición de PS sobre la integridad 
acrosómica y sobre el % de espermatozoides muertos con acrosoma intacto, y de 
la interacción Adición de plasma seminal por Temperatura de incubación sobre 

Efecto de la Temperatura de incubación sobre las variables: % de células normales 
y GCs totales, en semen de machos con persistencia de GCs.

figura 7.

* Medias identificadas con letras iguales, fueron iguales para la prueba de Tukey (P>0,05). Error 
estándar: Normales (±0,74), GCs totales (±0,74).
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el % de espermatozoides HOST+ y sobre el % de espermatozoides muertos con 
acrosoma intacto, estos resultados no trascienden debido a que las variables 
en mención registraron valores siempre por encima de los mínimos normales.

· La incubación del semen de machos con persistencia de GCs con PSMGCs redujo 
el % de GCs y por ende aumento el % de células normales.

· Los valores registrados para % de GCs y para recuento de espermatozoides 
HOST+ se redujeron de manera por menos significativa (P≤0,05), al aumentar el 
tiempo de incubación a 120 minutos, recíprocamente aumentó el % de células 
normales. A pesar de que el tiempo de incubación afectó el % de vivos con E/N, 
estos valores fueron muy superiores al límite normal inferior.

· El porcentaje de GCs en el semen se redujo de manera significativa (P≤0,05) al 
aumentar la temperatura de incubación de 16 a 37ºC, de manera concomitante 
aumentó el % de células normales.

 

reCoMendaCiones

El PS es un componente importante del eyaculado de los porcinos que en 
condiciones naturales cumple una función específica que no es muy clara y requiere 
de más estudios, al igual que la incubación espermática a diferentes temperaturas. 
Adicional a esto, la variabilidad de criterios de recolección de semen porcino en 
Colombia hace imprescindible encaminar acciones investigativas hacia este punto, 
donde se determine con precisión el efecto que tienen las diferentes fracciones del 
eyaculado sobre la calidad seminal.
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