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INTRODUCCIÓN La inseminación artificial (IA) es una técnica reproductiva 

mundialmente empleada en la industria porcina, desempeñando un papel esencial en la difusión 

de la mejora genética y en el aumento de la productividad. El continuo progreso científico ha 

permitido desarrollar nuevos procedimientos de IA que emplean un menor número de 

espermatozoides por dosis sin afectar a los resultados reproductivos (Roca y cols., 2016). Este 

avance lleva consigo una mayor difusión de verracos con un alto valor genético, una reducción en 

el número de verracos alojados en los centros de IA y un incremento de la proporción de cerdas 

inseminadas por verraco. Todo ello implica un incremento del número de dosis de IA por verraco 

y año, aumentando la repercusión reproductiva y económica que tienen los verracos incluidos en 

los programas de IA. Para que este sistema sea efectivo es necesario que los verracos empleados 

en estos programas sean fértiles. Para ello, los verracos que se incluyen en los mismos son 

seleccionados en base a una variedad de parámetros seminales, tales como volumen del 

eyaculado y la concentración, motilidad y morfología espermática, ya que se ha demostrado que 

tales variables están relacionadas con parámetros de fertilidad (Flowers, 2009; Broekhuijse y cols., 

2011). Si bien estas pruebas nos permiten excluir a los verracos infértiles de los programas de IA 

(Flowers, 2009), no permiten identificar a los reproductores sub-fértiles (Tardif y cols., 1999) que 

constituyen entre el 5 y el 7% en los centros de IA porcina (Roca y cols., 2015). La inclusión de 

estos verracos sub-fértiles en los programas de IA trae como consecuencia importantes mermas 

reproductivas, y con ello, pérdidas económicas, tanto para las granjas de producción como también 

para los centros de IA. Por lo tanto, identificar verracos sub-fértiles antes de que sean incluidos en 

los programas de IA es uno de los objetivos prioritarios del sector. En un trabajo de revisión 

realizado por Roca y cols. (2015), se plantean dos abordajes para la identificación de estos 

verracos con menor eficiencia reproductiva: sus espermatozoides y su plasma seminal (PS). La 

presente Tesis Doctoral pretende abordar esta problemática centrándose en el PS. 

El PS es un fluido de compleja composición, constituido por la mezcla de secreciones 

procedentes del epidídimo, testículo y principalmente de las glándulas sexuales accesorias, que 

acompaña a los espermatozoides durante la eyaculación (Rodríguez-Martínez y cols., 2011). 

Durante años, las funciones del PS han estado asociadas exclusivamente a la nutrición, protección 

y transporte de los espermatozoides eyaculados (Mann y Lutwak-Mann, 1981). Sin embargo, en 

la actualidad estas funciones del PS están siendo revisadas y conocemos que algunos de sus 

componentes influyen activamente en la funcionalidad espermática y otros interactúan con el tracto 

genital femenino, condicionando el proceso de fertilización e implantación embrionaria (Rodríguez-
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Martínez y cols., 2009; Caballero y cols., 2012; Bromfield, 2016). En porcino, se han demostrado 

diferencias cualitativas y cuantitativas en la composición del PS entre verracos, eyaculados, e 

incluso entre las fracciones del eyaculado (Thurston y cols., 2001; Strzezek y cols., 2005; 

Rodríguez-Martínez y cols., 2011). Tales diferencias en la composición del PS, más cuantitativas 

que cualitativas, podrían contribuir a explicar por qué algunos verracos, cuyos eyaculados son por 

número y calidad de los espermatozoides aptos para la IA, ofrecen resultados de fertilidad 

inferiores a los esperados y por qué los espermatozoides procedentes de determinadas 

fracciones/porciones de un mismo eyaculado soportan peor los procedimientos biotecnológicos, 

como la criopreservación y la separación entre espermatozoides con cromosomas X o Y (Saravia 

y cols., 2009; Alkmin y cols., 2014).  

Actualmente, la repercusión que el PS pueda tener sobre el espermatozoide ha adquirido 

una mayor relevancia en la especie porcina debido a los cambios que se están produciendo en los 

protocolos de recogida de los eyaculados en los centros de IA. El método tradicional de 

recolección, que permite la recogida selectiva de las fracciones, y con ello, obtener exclusivamente 

la fracción rica en espermatozoides (FR) (Althouse, 2007), está siendo reemplazado por 

procedimientos de recolección seminal semi-automáticos, como el Collectis®. Estos sistemas 

permiten una recolección más higiénica del eyaculado y el ahorro en personal, pero 

obligatoriamente conllevan la necesidad de tener que recoger y procesar todo el eyaculado 

(Barrabes y cols., 2008). La diferencia entre recoger todo el eyaculado en lugar de sólo la FR 

radica principalmente en que la proporción de PS y, consecuentemente su repercusión sobre los 

espermatozoides, es mucho mayor. Este hecho se ha evidenciado en la criopreservación 

espermática y en la separación de los espermatozoides X e Y, que ofrecen peores resultados 

cuando los espermatozoides proceden del eyaculado completo en lugar de la FR (Alkmin y cols., 

2014; 2016).  

Como ya hemos comentado anteriormente, el PS de porcino, de manera similar al de otras 

especies ganaderas, tiene una composición cualitativamente compleja, caracterizada por tener un 

gran contenido de agua, iones, azúcares, ácidos orgánicos, hormonas, y, principalmente, una gran 

variedad de aminoácidos y proteínas (Rodríguez-Martínez y cols., 2011; Pérez-Patiño y cols., 

2016). Algunos de los componentes del PS tienen propiedades antioxidantes, entre los que se 

incluirían tanto enzimas, tales como la superoxido dismutasa, la catalasa y la glutatión peroxidasa, 

como componentes de naturaleza no enzimática, como el L-ascorbato, el piruvato, la taurina o el 

glutatión, entre otros (Strzezek y cols., 1999). Los espermatozoides de mamífero son sensibles al 
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estrés oxidativo por su limitado mecanismo de defensa antioxidante citoplasmático. Los 

espermatozoides de porcino son, a causa de la alta proporción de ácidos grasos poliinsaturados 

en su membrana, especialmente sensibles al estrés oxidativo (Radomil y cols., 2011). En este 

contexto, los componentes del PS con capacidad antioxidante desempeñan un importante rol 

protegiendo a los espermatozoides frente al estrés oxidativo (Brouwers y cols., 2005; Bathgate, 

2011). Apenas existen estudios que evalúen la concentración y actividad de estos antioxidantes 

en el PS porcino. No obstante, son numerosos los estudios que, basados en experimentos 

empíricos, demuestran la efectividad para proteger a los espermatozoides de alguno de los arriba 

mencionados antioxidantes cuando son añadidos a los diluyentes seminales. En concreto, Roca y 

cols. (2005) demostraron que la adición de las enzimas catalasa y superóxido dismutasa, ambas 

con propiedades antioxidantes, al medio de congelación (MC) mejoraba la calidad espermática a 

la descongelación e incluso la capacidad de los espermatozoides para generar embriones in vitro. 

El rol protector de los antioxidantes, concretamente la vitamina E y el glutatión, frente a la 

peroxidación lipídica de los espermatozoides de porcino, también fue demostrado por Brzezińska-

Ślebodzińska y cols. (1995). Más recientemente, Giaretta y cols. (2015) evidenciaron que la 

suplementación del MC y descongelación espermática con componentes antioxidantes de 

naturaleza no enzimática, como el glutatión y ácido ascórbico, mejoraba la criotolerancia del 

espermatozoide porcino. Peña y cols. (2003) evaluaron el efecto de la suplementación del MC con 

antioxidantes en muestras de semen procedentes de los primeros 10 ml de la FR y del resto del 

eyaculado porcino, demostrando que para ambas fracciones la suplementación con antioxidantes 

mejoraba la calidad espermática a la descongelación, siendo este efecto más evidente en los 

espermatozoides procedentes del resto del eyaculado. Esta diferente respuesta a la 

suplementación con antioxidantes sugiere posibles diferencias entre fracciones/porciones en la 

capacidad antioxidante del propio PS de porcino. Recientemente se han determinado 

componentes intrínsecos en el PS de porcino con propiedades antioxidantes (Zakošek Pipan y 

cols., 2014; Dziekońska y cols., 2014; Zura Zaja y cols., 2016). Sin embargo, son limitados los 

estudios que relacionen la mayor o menor actividad y/o concentración de estos componentes 

antioxidantes con parámetros de fertilidad in vivo en porcino.  

Basándonos en estos antecedentes, la presente Tesis Doctoral se ha propuesto como 

objetivo estudiar algunos de los componentes del PS de porcino con propiedades antioxidantes, 

centrándose principalmente en la repercusión que dichos componentes podrían tener tanto sobre 

la calidad y funcionalidad espermática como sobre la capacidad fecundante de las dosis seminales 

utilizadas en programas de IA. En concreto se ha estudiado la capacidad antioxidante total (TAC), 
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las enzimas paraoxonasa tipo 1 (PON-1) y glutatión peroxidasa 5 (GPX5), y la melatonina (MLT). 

La Tesis Doctoral se presenta por compendio de publicaciones, y está estructurada en 5 artículos 

científicos, todos ellos publicados en revistas internacionales indexadas en la base de datos de 

Journal Citation Reports. Brevemente, el primer artículo (Scientific Reports 2015, 5:18538) 

recoge experimentos centrados en evaluar la TAC del PS porcino y su relación con parámetros de 

calidad y funcionalidad espermática y con la fertilidad. Ya que la determinación de la TAC no 

recoge la actividad de los componentes antioxidantes enzimáticos (Fraga y cols., 2014), la mayoría 

de los siguientes artículos se han centrado en evaluar algunos de las más significativas enzimas 

con propiedades antioxidantes. Así, en el segundo artículo (Molecular Reproduction & 

Development 2015, 82:58-65) se identifica y cuantifica, por primera vez en el PS de porcino, la 

concentración y actividad de una enzima con probadas propiedades antioxidantes, la PON-1. 

Conocedores de la relación demostrada entre la actividad de la PON-1 en el PS humano con la 

fertilidad (Verit y cols., 2009), en el tercer artículo (Andrology 2015, 3:315-320) se evalúa la 

posible relación entre la actividad de PON-1 en el PS de porcino con parámetros de calidad y 

funcionalidad espermática y de fertilidad. Posteriormente, y basándonos en los resultados 

preliminares obtenidos por Novak y cols. (2010), quienes sugirieron que la GPX5 del PS porcino 

estaría relacionada positivamente con la tasa de gestación, se lleva a cabo un cuarto artículo 

(PLoS One 2016, 11:e0162958), cuyos experimentos tienen por finalidad cuantificar la 

concentración de GPX5 en el PS de porcino, evaluando su relación con parámetros de calidad 

espermática y la fertilidad después de la IA. Finalmente, el quinto artículo (Journal of Animal 

Science 2017, 95:1660–1668) se centra en la MLT, una molécula a la que se le han atribuido 

propiedades antioxidantes (Bonnefont-Rousselot y cols., 2010; Karaaslan y Suzen, 2015) y que 

está presente en el PS porcino (Gonzalez-Arto y cols., 2016). Los experimentos contemplados en 

dicho artículo se centran en cuantificar la concentración de MLT en el PS de porcino y su posible 

variación estacional, así como en evaluar su relación con parámetros de calidad y funcionalidad 

espermática y con la fertilidad. 

 

 

 

 



 

7 
 

INTRODUCTION Artificial insemination (AI) is not just the reproductive technology most 

widely used by the pig industry worldwide, but also an indispensable tool for spreading genetic 

progress and the improvement of productivity. Scientific progress has enabled the development of 

new AI procedures using lower sperm number/AI dose without compromising fertility outcomes 

(Roca et al., 2016). This involves a relevant increase in the genetic spreading of merit boars, a 

decrease in the number of boars housed in the AI centers and an increase in the ratio of sows 

inseminated per boar. At the same time, it implies higher numbers of AI doses produced per single 

breeding boar per year, thus increasing the reproductive and economic impact of boars included in 

the AI-programs. In order for this system to function properly, it is crucial that the boars used are 

fertile. The boars included in AI-programs are selected via a standardized spermiogram, including 

ejaculate volume, sperm concentration, and the percentage of motile and morphologically normal 

sperm, owing to the relation of some of these variables to fertility parameters (Flowers, 2009; 

Broekhuijse et al., 2011). Although these semen parameters are powerful enough to identify boars 

with substantial fertility deficiencies (Flowers, 2009), they are unable to identify sub-fertile boars 

(Tardif et al., 1999) whose proportion in AI centers ranges from 5 to 7% (Roca et al., 2015). The 

inclusion of these sub-fertile boars in AI programs involves considerable economic losses at farm 

level, as well as for the AI centers. Therefore, identifying sub-fertile boars before that they are 

included in AI programs is a priority for AI centers. In this sense, Roca et al. (2015) proposed two 

approaches for the identification and exclusion of boars with reduced reproductive efficiency: sperm 

and seminal plasma (SP) roles. This PhD Thesis aims to address this issue by focusing on the 

SP. 

The SP is a complex fluid, mainly composed by secretions of the testis, the epididymis and 

the accessory sex glands, that accompanies spermatozoa during and after ejaculation (Rodriguez-

Martinez et al., 2011). Traditionally, the SP functions have been associated exclusively with the 

nutrition, protection and transport of the ejaculated sperm (Mann and Lutwak-Mann, 1981). 

However, these SP-functions are nowadays being revisited for the influence of some SP-

components on to sperm functionality and their signaling to the female genital tract, conditioning 

fertilization and the subsequent embryo development (Rodríguez-Martínez et al., 2009; Caballero 

et al., 2012; Bromfield, 2016). In pigs, qualitative and quantitative differences in SP composition 

have been demonstrated among boars, ejaculates within boar, and even among ejaculate fractions 

within an ejaculate (Thurston et al., 2001; Strzezek et al., 2005; Rodríguez-Martínez et al., 2011). 

Such differences in SP composition, being more quantitative than qualitative, may explain why 
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some boars, showing good semen parameters, offer fertility outcomes lower than expected and 

why sperm from certain fractions / portions of ejaculate support less handling procedures, such as 

cryopreservation or sex-sorting (Saravia et al., 2009; Alkmin et al., 2014). 

Nowadays, the putative influence that SP can exert on spermatozoa has become more 

relevant in pigs, due to the changes in the ejaculate collection systems in AI centers. The traditional 

collection method, which allows selective sampling of particular fractions as the sperm-rich fraction 

(SRF) (Althouse, 2007), is being replaced by semi-automatic collection procedures such as 

Collectis®. Although these semi-automatic systems allow more hygienic ejaculate collection and 

lower cost-labor, it forces the collection of the entire ejaculate (Barrabes et al., 2008). The main 

difference between collecting the entire ejaculate instead of the SRF is a higher proportion of SP, 

and therefore, in the putative influence of SP on spermatozoa. This has been evidenced in 

biotechnological procedures, such as cryopreservation and sex-sorting, which offer worse results 

when the spermatozoa come from the entire ejaculate instead of the SRF (Alkmin et al., 2014; 

2016). 

As previously mentioned, the biochemical composition of porcine SP, as in other livestock 

species, is qualitatively complex, characterized by high content of water, ions, sugars, organic 

acids, hormones, and, mainly, a large variety of amino acids and proteins (Rodríguez-Martínez et 

al., 2011; Perez-Patiño et al., 2016). Some of these SP-components possess antioxidant 

properties, including enzymes such as superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase, 

and non-enzymatic components such as L-ascorbate, pyruvate, taurine or glutathione, among 

others (Strzezek et al., 1999). Boar spermatozoa are particularly susceptible to oxidative stress 

due to the limited antioxidant defense mechanism in their cytoplasm and to the large proportion of 

polyunsaturated fatty acids in their plasma membrane (Radomil et al., 2011). Therefore, SP-

components with antioxidant properties play a pivotal role in protecting sperm against oxidative 

stress (Brouwers et al., 2005; Bathgate, 2011). Few studies have assessed the concentration and 

activity of these antioxidants in boar SP. Yet, empirical studies have reported protective effects on 

sperm survival by addition of some of the above-mentioned antioxidants. Specifically, Roca et al. 

(2005) demonstrated that the addition of two reactive oxygen species-scavenging enzymes, 

catalase and superoxide dismutase, to freezing extender (FE) improved post-thaw sperm quality 

and even the ability of frozen-thawed spermatozoa to produce embryos in vitro. The protective role 

of antioxidants, specifically vitamin E and glutathione, against lipid peroxidation in boar 

spermatozoa, was also demonstrated by Brzezińska-Ślebodzińska et al. (1995). Recently, Giaretta 
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et al. (2015) showed that supplementation of FE and thawing media with the non-enzymatic 

antioxidants glutathione and ascorbic acid improved boar sperm cryotolerance. Peña et al. (2003) 

evaluated the effect of antioxidant supplementation during cooling on spermatozoa from the first 

10 mL of FR and the rest of ejaculate, demonstrating the positive effects of these antioxidants on 

post-thaw boar sperm quality in each ejaculate portion, being the effect more evident in the 

spermatozoa present in the rest of the ejaculate. This different response to antioxidant 

supplementation suggests possible differences in boar SP antioxidant capacity among ejaculate 

fractions / portions. Recently, some intrinsic boar SP-components with antioxidant properties have 

been studied (Zakošek Pipan et al., 2014; Dziekońska et al., 2014; Zura Zaja et al., 2016). However, 

there are few experiments that evaluated the potential relationship among the activity and/or 

concentration of antioxidant SP-components with in vivo fertility parameters in boars. 

With this background, this PhD thesis aims to study some of boar SP-components with 

antioxidant properties, focusing mainly on the potential influence that these components could have 

in both sperm quality and functionality as well as in fertilizing capacity of AI-doses used in AI-

programs. Specifically, the total antioxidant capacity (TAC), the enzymes paraoxonase type 1 

(PON-1) and glutathione peroxidase 5 (GPX5), and the melatonin (MLT) have been studied. The 

PhD thesis is structured as a cover for 5 scientific papers, all published in international journals 

indexed in the database of Journal Citation Reports. Briefly, the first paper (Scientific Reports 

2015, 5: 18538) evaluated boar SP-TAC and its relationship with sperm quality and functionality 

and fertility parameters. Since the SP-TAC measurement does not include the activity of enzymatic 

components (Fraga et al., 2014), most of the following papers focus on evaluating some of the 

most significant enzymes with antioxidant properties. Thus, in the second paper (Molecular 

Reproduction & Development 2015, 82: 58-65) the PON-1 enzyme, with proven antioxidant 

properties was identified and quantified (concentration and activity) for the first time in boar SP. 

Based on the relationship between human SP-PON-1 activity and fertility as demonstrated by Verit 

et al. (2009), the third paper (Andrology 2015, 3: 315-320) marks the putative relationship among 

SP-PON-1 activity with sperm quality, functionality and fertility. Subsequently, and based on the 

preliminary results obtained by Novak et al. (2010), who suggested that boar SP-GPX5 would be 

positively related to farrowing rate, a fourth paper (PLoS One 2016, 11: e0162958) described 

experiments aiming to quantify GPX5 concentration in the SP, assessing its relationship with sperm 

quality and fertility post-AI. Finally, the fifth paper (Journal of Animal Science 2017, 95: 1660-

1668) focused on MLT, a molecule with antioxidant properties (Bonnefont-Rousselot et al., 2010; 

Karaaslan and Suzen, 2015) present in boar SP (Gonzalez-Arto et al., 2016). The experiments of 
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this article aimed to quantify seasonal variation of MLT concentration in boar SP, as well as to 

evaluate its potential relationship with sperm quality and functionality and fertility parameters. 
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OBJETIVO 

        1 

OBJETIVO 

        2 

OBJETIVO 

        3 

OBJETIVO 

        4 

RESUMEN El objetivo principal de la Tesis Doctoral fue determinar componentes con 

propiedades antioxidantes en el plasma seminal (PS) de porcino y evaluar su valor 

predictivo para la calidad y funcionalidad espermática y para la fertilidad en verracos 

incluidos en programas de inseminación artificial (IA).  

Para alcanzar este propósito se propusieron los siguientes objetivos particulares: 

 

Analizar la capacidad antioxidante total (TAC) del PS porcino, evaluando su 

relación con parámetros de calidad y funcionalidad espermática y de la fertilidad 

de eyaculados procedentes de verracos incluidos en programas de IA (Artículo 

1). 

 

Identificar y caracterizar la presencia de la enzima paraoxonasa-1 (PON-1) en PS 

y evaluar la relación entre la actividad de PON-1 en PS con parámetros de calidad 

y funcionalidad espermática y de fertilidad de eyaculados procedentes de verracos 

incluidos en programas de IA (Artículos 2 y 3). 

 

Determinar la importancia de la enzima glutatión peroxidasa 5 (GPX5) en el PS 

porcino, identificando sus lugares de expresión en los órganos genitales del 

verraco y evaluar la relación entre su concentración en PS con parámetros de 

calidad espermática y de fertilidad de eyaculados procedentes de verracos 

incluidos en programas de IA (Artículo 4).  

 

Examinar la concentración de melatonina (MLT) en el PS porcino y su posible 

variación estacional, así como evaluar si está relacionada con parámetros de 

calidad y funcionalidad espermática y de fertilidad de eyaculados procedentes de 

verracos incluidos en programas de IA (Artículo 5). 
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A continuación, se detallan los materiales y métodos empleados para desarrollar 

los correspondientes experimentos:  

 

Reactivos químicos y medios 

Todos los reactivos químicos empleados en los experimentos fueron suministrados por 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EEUU), excepto aquellos en los que se indique otra fuente. Los 

medios utilizados fueron preparados en una campana de flujo laminar (MicroH; Telstar, Terrassa, 

España) bajo condiciones de esterilidad, usando agua bidestilada y purificada procedente de un 

sistema Mili-Q (18 MΩ cm; Millipore Co., Billerica, MA, EEUU). Previa utilización de los mismos, 

se comprobó su pH (GLP-22, Crison; Barcelona, España) y osmolaridad (VAPRO, WESCOR, mod 

30M Plus Advanced Instruments Inc.; MA, EEUU).  

 

Animales y muestras 

Todos los experimentos llevados a cabo se realizaron de acuerdo a la Directiva 

2010/63/EU del Parlamento Europeo y del Consejo relativa a la protección de los animales 

utilizados para fines científicos, y fueron aprobados por el Comité Bioético de la Universidad de 

Murcia (Código 639/2012).  

Todos los eyaculados, fluido epididimal y muestras de tejidos utilizados en los 

correspondientes estudios procedían de verracos sanos, sexualmente maduros, con edades 

comprendidas entre los 1,5 y 3 años, de diferentes razas o cruces, utilizados de manera rutinaria 

para la elaboración de dosis seminales de IA comerciales (AIM Ibérica [Topigs Norsvin España, 

Madrid, España]). Los verracos estaban alojados en parques individuales, bajo condiciones 

controladas de luz (16 h día) y temperatura (15-25 ºC). Los verracos tenían libre acceso al agua y 

su dieta estaba basada en pienso comercial formulado de acuerdo a los requerimientos de 

verracos adultos sometidos a un régimen de manejo propio de un centro de IA. Todos los 

eyaculados empleados en los experimentos cumplían los estándares de cantidad y calidad 

espermática necesarios para la elaboración de dosis de IA, esto es ≥ 200 x 106 

espermatozoides/ml, ≥ 70% espermatozoides mótiles y ≥ 75% de espermatozoides 

morfológicamente normales.  
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Las cerdas inseminadas eran multíparas (1-7 partos) de razas Landrace y Large White, 

alojadas en diferentes granjas de España. Las cerdas fueron inseminadas cervicalmente (2-3 

veces por estro) utilizando dosis de IA (2.500 x 106 espermatozoides en 80 ml) almacenadas a 17 

ºC durante 24-72 h.  

 

Obtención y almacenamiento del plasma seminal  

Las muestras de PS fueron obtenidas mediante doble centrifugación a 1.500 xg durante 

10 min (Rotofix32A, Hettich Zentrifugen, Reino Unido) inmediatamente después de la obtención 

del eyaculado. Tras la segunda centrifugación, el sobrenadante fue recolectado, almacenado en 

criotubos y enviado en cajas isotérmicas (15-17 ºC) al laboratorio de andrología del Hospital Clínico 

Veterinario de la Universidad de Murcia. Todas las muestras de PS llegaron en el plazo de 2-4 h 

tras su obtención y una vez en el laboratorio fueron almacenadas a -80 ºC (Ultra Low Freezer, 

Haier Inc., Qingdao, China). Las muestras de PS fueron descongeladas a temperatura ambiente 

en el momento de realizar los correspondientes análisis.  

 

Análisis de la calidad y funcionalidad espermática  

Los parámetros de calidad y funcionalidad espermática, a excepción de la motilidad, 

fueron evaluados mediante citometría de flujo usando el BD FACS Canto II (Becton Dickinson & 

Company, Franklin Lakes, NJ, EEUU). 

La motilidad espermática fue objetivamente evaluada mediante un sistema de análisis 

espermático computarizado (ISASV1® CASA, Proiser R+D S.l., Paterna, España) (Artículos 1, 3-

5). Los parámetros de motilidad registrados fueron el porcentaje total de espermatozoides mótiles 

(velocidad de trayectoria media ≥ 20 µm/s) y el porcentaje de espermatozoides con movimiento 

rápido y progresivo (velocidad rectilínea ≥ 40 µm/s).  

La viabilidad espermática, expresada como el porcentaje de espermatozoides con la 

membrana plasmática y acrosomal intactas (Artículos 1, 3-5), fue evaluada utilizando un protocolo 

de triple tinción fluorescente que incluía ioduro de propidio (IP, Molecular Probes, Europe BV, 

Leiden, Holanda), un conjugado de fluoresceína con aglutinina de maní (PNA-FITC) y Hoechst 

33342 (H-42). Los espermatozoides viables fueron aquellos que exhibieron las membranas 
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plasmática y acrosomal intactas (H-42 positivo, IP negativo y PNA-FITC negativo) y fueron 

expresados como porcentaje.  

La producción intracelular de H2O2 en espermatozoides viables fue evaluada usando 

los fluorocromos 5-(y-6) clorometil-2’,7’ diacetato diclorodihidrofluoresceína de éster de acetilo 

(CM-H2DCFDA, Molecular Probes), H-42 y PI, y siguiendo el protocolo descrito por Guthrie y Welch 

(2006) (Artículos 1, 3 y 5). Los resultados fueron expresados como el porcentaje de 

espermatozoides viables (H-42 positivo y IP negativo) que producían H2O2 (H2DCFDA positivo).  

La peroxidación lipídica en espermatozoides viables fue evaluada usando los 

fluorocromos C11 BODIPY581/591 (BODIPY, Molecular Probes), H-42 y PI, y siguiendo una 

modificación del protocolo descrito por Silva y Gadella (2006) (Artículos 1 y 5). Los resultados 

fueron expresados como unidades arbitrarias de fluorescencia por 103 espermatozoides viables 

(H-42 positivo y IP negativo) (Artículo 1) o como el porcentaje de espermatozoides viables 

BODIPY positivos (Artículo 5). 

La producción mitocondrial de O2
- en espermatozoides viables fue evaluada usando los 

fluorocromos MitoSOX Red (MSR, Molecular Probes), H-42 y SYTOX Green (Molecular Probes), 

y siguiendo una modificación del protocolo descrito por Koppers y cols. (2008) (Artículo 5). Los 

resultados fueron expresados como el porcentaje de espermatozoides viables (H-42 positivo y 

SYTOX Green negativo) MSR positivos.  

La producción total de O2
- en espermatozoides viables fue evaluada usando los 

fluorocromos Dihidroetidio (DHE, Molecular Probes), H-42 y SYTOX Green (Molecular Probes), 

siguiendo una modificación del protocolo descrito por Koppers y cols. (2008) (Artículo 5). Los 

resultados fueron expresados como el porcentaje de espermatozoides viables (H-42 positivo y 

SYTOX Green negativo) DHE positivos. 

 

Criopreservación espermática (Artículo 1) 

Las muestras de semen fueron centrifugadas (Megafuge 1.0 R, Heraeus, Hanau, 

Alemania) (2.400 xg durante 3 min a 17 ºC), y los espermatozoides presentes en el pellet fueron 

criopreservados según el protocolo descrito por Alkmin y cols., 2014. Brevemente, el pellet fue 

diluido con medio de congelación (MC) hasta una concentración de 1.5 x109 espermatozoides/ml. 

Después de su enfriamiento hasta 5 ºC durante 150 min, el pellet fue re-diluido en MC-glicerol-
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equex hasta alcanzar una concentración de 1 x109 espermatozoides/ml. Posteriormente, los 

espermatozoides fueron envasados en pajuelas de cloruro de polivinilo (Minitüb, Tiefenbach, 

Alemania) de 0,5 ml y congelados mediante un biocongelador (IceCube 1810, Minitüb, Germany). 

Las pajuelas fueron almacenadas en tanques de nitrógeno líquido hasta el momento de su 

descongelación, la cual se realizó sumergiendo éstas en un baño de agua a 37 ºC durante 20 

segundos.  

 

Determinación de la TAC (Artículo 1) 

La TAC de las muestras de PS fue determinada siguiendo el protocolo desarrollado por 

Erel (2004) y validado para PS en nuestro laboratorio. Este método está basado en la decoloración 

del 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) por antioxidantes no enzimáticos conforme a su 

concentración y capacidad antioxidante. El cambio de color es medido como un cambio en la 

absorbancia de la luz a 660 nm. Para esta determinación, se usó un analizador automatizado 

(AU400, Olympus, Minneapolis, EEUU) y el ensayo fue calibrado con el ácido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-

tetrametilcroman-2-carboxílico (Trolox). La TAC de cada una de las muestras de PS se expresó 

en equivalente mM de Trolox por litro.  

 

Determinación de la actividad de enzimática de la PON-1 (Artículos 2 y 3)  

La actividad enzimática de PON-1 en muestras de PS fue determinada midiendo la 

hidrólisis del p-nitrofenil acetato a p-nitrofenol en un analizador automatizado (AU400, Olympus), 

adaptando para PS el protocolo previamente descrito por Tvarijonaviciute y cols. (2012). El p-

nitrofenil acetato es el sustrato recomendado para medir la actividad enzimática de PON-1 en 

fluidos corporales (Cerón y cols., 2014). Antes de su determinación, las muestras de PS fueron 

tratadas con acetazolamida (0,5 mM) y di-isopropilfluorofosfato (0,5 mM) con el objetivo de 

asegurar que no había otras enzimas, distintas a PON-1, que pudieran hidrolizar el p-nitrofenil 

acetato. Esta técnica tuvo un coeficiente de variación menor del 10%, intra- e inter-ensayo, y una 

alta linealidad en las diluciones seriadas con un límite de detección de 0,01 UI/ml. La actividad se 

expresó en UI/ml. 
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Determinación de la concentración de la PON-1 (Artículo 2)  

La concentración de PON-1 fue determinada en las muestras de PS usando un ensayo 

por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) siguiendo las instrucciones proporcionadas por el 

fabricante (Aviscera Bioscience Inc. Santa Clara, California, EEUU). Esta técnica utiliza una placa 

96 pocillos recubierta con anticuerpos monoclonales específicos para PON-1. Brevemente, los 

estándares y las muestras fueron pipeteados en los pocillos. A continuación, se añadió el 

anticuerpo específico para PON-1 y, posteriormente, anti IgG de conejo conjugado con peroxidasa 

de rábano. Finalmente, se añadió el sustrato (tetrametilbenzidina [TMB]) y el cambio de color 

dependió de la cantidad de PON-1 unida, midiéndolo a 450/540 nm usando un lector de 

placas (Sunrise, Tecan Austria, GmbH, Grödig, Austria). Los resultados fueron expresados en 

ng/ml.  

 

Determinación de la concentración de colesterol (Artículo 2) 

La concentración de colesterol en las muestras de PS se cuantificó utilizando un 

analizador automatizado (AU2700, Olympus) siguiendo las instrucciones del fabricante 

(CHOLESTEROL OSR6116, Beckman Coulter, Brea, CA, EEUU). En este procedimiento, los 

ésteres de colesterol son hidrolizados por la enzima esterasa de colesterol. El colesterol libre que 

se produce es oxidado por la oxidasa de colesterol a colesten-3-ona con la producción simultánea 

de peróxido de hidrógeno, que oxidativamente se acopla con 4-aminoantipirina y fenol en 

presencia de peroxidasa para producir un cromóforo. El color rojo de la quinoneimina formada se 

midió espectrofotométricamente a 540/600 nm como un aumento en absorbancia. La 

concentración se expresó en mg/ml. 

 

Determinación de la concentración de la GPX5 (Artículo 4) 

La concentración de GPX5 fue determinada en PS usando un ELISA, siguiendo las 

instrucciones proporcionadas por el fabricante (Mybiosource, San Diego, California, EEUU). Esta 

prueba utiliza una placa de 96 pocillos recubierta con anticuerpos monoclonales específicos para 

GPX5 de porcino. Brevemente, los estándares y las muestras se pipetearon en los pocillos y 

cualquier GPX5 presente se unió al anticuerpo de la placa. A continuación, se añadió un anticuerpo 

conjugado con biotina específico para GPX5 y, posteriormente, estreptavidina conjugada con 
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peroxidasa de rábano. Finalmente, se añadió el sustrato y el cambio de color dependió de la 

cantidad de GPX5 unida, midiéndola a 450/590 nm usando un lector de placas (PowerWave XS; 

Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, EEUU). La concentración se expresó en ng/ml.  

 

Determinación de la concentración de MLT (Artículo 5) 

La concentración de MLT fue determinada en las muestras de PS usando un ELISA 

siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante (Direct saliva melatonin ELISA kit; 

Bühlmann Laboratories AG, Schönenbuch, Suiza). Este ensayo utiliza una placa de 96 pocillos 

recubierta con anticuerpos específicos frente a la MLT. Brevemente, los estándares y las muestras 

se pipetearon en los pocillos donde cualquier MLT presente se une al anticuerpo de la placa. A 

continuación, se añadió MLT biotinilada y, posteriormente, el marcador de enzima (estreptavidina 

conjugada con peroxidasa de rábano). Finalmente, se añadió el substrato de TMB y SO4H2 para 

formar un producto de color cuya concentración era inversamente proporcional a la cantidad de 

MLT presente en la muestra. La concentración se cuantificó a 450 nm usando un lector de 

placas (TECAN Spectraflor plus; Tecan Schweiz AG, Männedorf, Suiza) y los resultados se 

expresaron en pg/ml.  

 

Análisis inmunohistoquímico (Artículo 4)  

Las secciones de las muestras de tejidos fueron desparafinadas e incubadas con un 

anticuerpo policlonal primario contra GPX5 (ab190733, Abcam, Cambridge, Reino Unido). 

Después, las secciones se incubaron con un anticuerpo secundario policlonal conjugado con 

biotina (Dako, Stockholm, Suecia). La inmunotinción se realizó utilizando el kit VECTASTAIN Elite 

ABC y el sustrato ImmPACT DAB Peroxidasa (Vector Labs, Burlingame, EEUU). Las muestras 

fueron visualizadas usando un microscopio óptico (Olympus BX51, Olympus) equipado con 

contraste de fase y una cámara XC30 (Olympus), y el software CellSens Olympus (Olympus). Las 

muestras fueron evaluadas por tres observadores independientes para determinar los cambios en 

la distribución o la intensidad subjetiva entre los verracos explorados. Para el análisis se usó un 

sistema de clasificación simple (0: sin tinción, + - +++ diversos grados de intensidad).  
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Western Blot (WB) (Artículo 4)  

Las proteínas fueron extraídas de los tejidos usando el tampón RIPA. Tras una 

centrifugación, el sobrenadante se procesó para la cuantificación de proteínas y una cantidad 

conocida de proteína fue cargada en el gel. Para realizar el WB se utilizó un anticuerpo policlonal 

primario frente a GPX5 (ab190733, Abcam) siguiendo el protocolo descrito por Vicente-Carrillo y 

cols. (2016), con ligeras modificaciones. 

 

Registro de fertilidad 

Los registros de fertilidad de los verracos, en términos de tasa de parto (número de cerdas 

que paren respecto al número de cerdas inseminadas), tamaño de camada (número total de 

lechones nacidos por camada) e índice de fertilidad (número de lechones nacidos por cada 100 

cerdas inseminadas) fueron recogidos durante un período de 6 (Artículos 3 y 5) o 12 meses 

(Artículos 1 y 4). Al menos 100 cerdas fueron inseminadas por verraco.  

 

Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos se realizaron mediante el paquete estadístico IBM SPSS 

Statistics 19.0 (IBM España, Madrid). La normalidad de distribución de datos se comprobó con el 

test Kolmogorov-Smirnov. En aquellos casos de distribución anormal, se realizó una 

transformación arcoseno (datos expresados en porcentajes) o logarítmica (datos de recuento). 

Para el análisis de la mayoría de los datos se utilizaron análisis de varianza, de una o dos vías y 

modelos mixtos, utilizando el post-hoc de Bonferroni cuando fue necesaria. El coeficiente de 

correlación intra-clase fue usado para evaluar la fiabilidad de la variabilidad intra-verraco. El 

análisis de conglomerado jerárquico fue usado para la identificación de grupos. El coeficiente de 

correlación de Pearson fue calculado para evaluar la relación entre varias variables. Finalmente, 

el valor predictivo de la concentración de GPX5 en el PS sobre la fertilidad y prolificidad fue 

calculado mediante curvas COR (Característica Operativa del Receptor). 
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A continuación, se detallan los diseños experimentales y resultados de 

cada uno de los artículos que comprenden la Tesis Doctoral: 

 

El primer artículo (Scientific Reports 2015, 5:18538) cumple con el primer objetivo, 

evaluando la TAC del PS porcino. Este estudio comprende 3 experimentos. El objetivo del primer 

experimento fue identificar las potenciales diferencias en la TAC del PS entre verracos, eyaculados 

dentro de un mismo verraco y entre las diferentes fracciones del eyaculado. Para ello, la TAC fue 

evaluada en muestras de PS de eyaculados completos (60 eyaculados [4 por verraco]) y de 3 

fracciones del eyaculado (los primeros 10 ml de la fracción rica [FR], el resto de la FR y la post-

FR) de 43 eyaculados (uno por verraco). Los resultados demostraron que la TAC del PS difería 

entre verracos (P < 0,001) y, en menor grado, entre eyaculados dentro de un mismo verraco (P < 

0,001). Asimismo, también se observaron diferencias en la TAC del PS procedente de distintas 

fracciones del eyaculado (P < 0,001), mostrando el PS de los primeros 10 ml de la FR y de la post-

FR el más alto y más bajo valor, respectivamente. El objetivo del segundo experimento fue evaluar 

la potencial influencia de TAC del PS en la capacidad del espermatozoide a soportar la 

conservación, refrigerado a 17 ºC (experimento 2a) o criopreservado (-196 ºC, experimento 2b). 

Para el experimento 2a, un total de 90 eyaculados (uno por verraco) fueron diluídos (30 x 106 

espermatozoides/ml) y almacenados a 15-17 ºC, evaluando los parámetros de calidad (motilidad 

[total y progresiva] y viabilidad espermática) y funcionalidad espermática (producción intracelular 

de H2O2 y peroxidación lipídica) a las 24 y 72 h de almacenamiento. Una muestra de PS de cada 

uno de los eyaculados fue destinada para evaluar la TAC. Los eyaculados se clasificaron en 3 

grupos en función de la TAC de su PS: alta, moderada y baja (P < 0,001). Los parámetros de 

calidad y funcionalidad espermática evaluados no difirieron entre grupos. Sin embargo, los 

eyaculados con baja TAC mostraron un mayor descenso relativo en los parámetros de calidad 

espermática evaluados entre ambos tiempos (P < 0,05). Para el experimento 2b, un total de 14 

eyaculados (2 por verraco) fueron criopreservados en fracciones: los primeros 10 ml de la FR, el 

resto de la FR y el eyaculado completo (creado por una mezcla proporcional de las fracciones del 

eyaculado [compuesto principalmente por la post-FR]) siguiendo el protocolo descrito por Alkmin 

y cols. (2014). Muestras de PS de cada fracción y de los eyaculados completos fueron usados 

para evaluar la TAC. Los parámetros de calidad y funcionalidad espermática (descritos en el exp. 

2a) fueron evaluados a los 30 y 150 min post-descongelación. Los parámetros de calidad 

espermática mostraron similares resultados entre los primeros 10 ml de la FR y el resto de la FR, 
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siendo éstos mejores (P < 0,01) a los del eyaculado completo, independientemente del tiempo de 

evaluación. La producción intra-celular de H2O2 y la peroxidación lipídica en espermatozoides 

viables a la descongelación fue mayor en el eyaculado completo (P < 0,01) con respecto a los 

primeros 10 ml de la FR y el resto de la FR. Finalmente, el tercer experimento evaluó la posible 

relación entre la TAC del PS y los parámetros de fertilidad (en términos de tasa de parto, tamaño 

de la camada e índice de fertilidad). Para ello, se utilizaron un total de 18 verracos incluidos en 

programas de IA y se recogieron sus resultados reproductivos a lo largo de un año, con un número 

de cerdas inseminadas por verraco que osciló entre 107 y 801. La TAC fue evaluada en muestras 

de PS de 3 eyaculados de cada uno de los verracos (un eyaculado cada 4 meses recogidos 

durante el periodo de evaluación). Los resultados demostraron que la TAC del PS estaba 

positivamente correlacionada con el tamaño de camada (r = 0,54, P < 0,05) e índice de fertilidad 

(r = 0,52, P < 0,05). Los verracos fueron clasificados en 2 grupos en función de la TAC de su PS: 

alta o baja (P < 0,001). Los verracos con alta TAC en su PS mostraron mejores parámetros de 

fertilidad, en términos de tasa de parto (P < 0,05), tamaño de la camada (P < 0,01) e índice de 

fertilidad (P < 0,01) comparados con aquellos con baja TAC en su PS.  

El segundo artículo (Molecular Reproduction & Development 2015, 82:58-65) 

desarrolla parte del segundo objetivo, identificando por primera vez en el eyaculado porcino la 

enzima PON. Para ello, la concentración y la actividad enzimática de PON-1 fueron evaluadas en 

10 muestras de PS procedentes de 10 eyaculados (uno por verraco). Los resultados demostraron 

la presencia de PON-1 en el PS porcino, observando una correlación negativa entre su 

concentración y su actividad (r = -0,76, P < 0,01), estando esta última a su vez negativa y 

positivamente correlacionada con el volumen del eyaculado (r = -0,72, P < 0,05) y con la 

concentración espermática (r = 0,65, P < 0,05), respectivamente. Dado que la unión de PON-1 a 

las lipoproteínas de alta densidad (HDL-C) es un requisito para que ésta pueda ejercer su actividad 

(James y Deakin, 2004) se evaluó la concentración de colesterol (que incluye HDL-C, lipoproteínas 

de baja densidad y lipoproteínas de muy baja densidad) en las mismas 10 muestras de PS. La 

concentración de colesterol en el PS estuvo correlacionada negativamente con la concentración 

de PON-1 (r = -0,71, P < 0,05) y positivamente con la actividad de PON-1 (r = 0,77, P < 0,01).  

El tercer artículo (Andrology 2015, 3:315-320) completa el segundo objetivo, 

evaluando la relación entre la actividad de PON-1 en el PS con parámetros de calidad y 

funcionalidad espermática y de fertilidad. Para este estudio se plantearon 4 experimentos. Los dos 

primeros experimentos fueron diseñados para evaluar la potencial variabilidad en la actividad de 

PON-1 del PS entre verracos, eyaculados dentro de un mismo verraco, y entre las diferentes 
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fracciones del eyaculado. Para ello la actividad de PON-1 fue evaluada en muestras de PS de 

eyaculados completos (60 eyaculados [4 por verraco]) y de 3 fracciones del eyaculado (los 

primeros 10 ml de la FR, el resto de la FR y la post-FR) de 20 eyaculados (uno por verraco). Los 

resultados mostraron que la actividad de PON-1 en el PS variaba entre verracos (P < 0,001) y, en 

menor medida, entre eyaculados dentro de un mismo verraco (P < 0,05). Los resultados también 

demostraron diferencias en la actividad de PON-1 del PS entre las fracciones del eyaculado (P < 

0,001); mostrando el PS procedente de los primeros 10 ml de FR y la post-FR el más alto y más 

bajo nivel de actividad de la enzima, respectivamente. En el tercer experimento se evaluó la 

relación entre la actividad de PON-1 en el PS con parámetros de calidad y funcionalidad 

espermática. Un total de 83 eyaculados (uno por verraco) fueron diluidos (30 x 106 

espermatozoides/ml) y conservados a 15-17 ºC, evaluando la calidad (motilidad total, motilidad 

progresiva y viabilidad espermática) y funcionalidad espermática (producción intracelular de H2O2) 

a las 0 y 72 h de conservación. La actividad de PON-1 fue determinada en una muestra de PS de 

cada uno de los eyaculados. Los resultados evidenciaron que la actividad de PON-1 en el PS 

estaba positiva y negativamente correlacionada (P < 0,01) con la motilidad progresiva y con la 

producción intra-celular de H2O2, respectivamente, a las 72 h de conservación. El cuarto 

experimento evaluó la relación entre la actividad de PON-1 en el PS con parámetros de fertilidad 

(en términos de tasa de partos y tamaño de la camada). Para este estudio se utilizaron un total de 

6 verracos incluidos en programas de IA, registrando sus resultados reproductivos a lo largo de un 

periodo de 6 meses y con un número de cerdas inseminadas por verraco que osciló entre 107 y 

189. La actividad de PON-1 fue evaluada en el PS de 18 eyaculados (3 por verraco), recogidos 

durante el mismo periodo de evaluación. Los verracos fueron clasificados en 3 categorías en 

función de la tasa parto y tamaño de camada. La actividad de PON-1 fue mayor (P < 0,01) en el 

PS procedente de verracos con alta tasa de parto (˃ 85 %) en comparación con aquellos verracos 

con una tasa de parto media (85-80 %) o baja (< 80 %). Sin embargo, no hubo diferencias en la 

actividad de PON-1 del PS entre los verracos clasificados en función del tamaño de camada.  

El cuarto artículo (PLoS One 2016, 11:e0162958) cumple con el tercer objetivo 

propuesto, evaluando la concentración de la enzima GPX5 en el PS porcino. Este estudio se divide 

en 4 experimentos. El primer experimento evaluó las potenciales diferencias cuantitativas en la 

concentración de GPX5 del PS entre verracos, eyaculados dentro de un mismo verraco y entre 

diferentes fracciones del eyaculado. Para ello, la concentración de GPX5 fue determinada en PS 

de eyaculados completos (44 eyaculados [4 por verraco]) y de 3 fracciones del eyaculado (los 

primeros 10 ml de la FR, el resto de la FR y la post-FR) de 15 eyaculados (uno por verraco). Los 
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resultados mostraron que la concentración de GPX5 del PS variaba entre verracos (P < 0,001) y, 

en menor grado, entre eyaculados dentro de un mismo verraco (P < 0,001). La concentración de 

GPX5 del PS también difirió entre las fracciones del eyaculado (P < 0,005), mostrando el PS 

procedente de los primeros 10 ml de FR una menor concentración con respecto al PS del resto de 

la FR y post-FR. En el segundo experimento se evaluó la expresión de GPX5 en los órganos 

genitales del verraco. Para ello, se utilizaron muestras de testículo, epidídimo y glándulas sexuales 

accesorias (próstata, glándulas bulbouretrales y vesículas seminales) de 6 verracos incluidos en 

programas de IA (sacrificados por razones de reemplazo genético), las cuales fueron conservadas 

en nitrógeno líquido (WB) o fijadas en formalina tamponada al 4%, embebidas en bloques de 

parafina, seccionadas y montadas en un portaobjetos (análisis inmunohistoquímico). El WB y 

estudio inmunohistoquímico revelaron la presencia de la GPX5 en todos los órganos genitales, sin 

diferencias entre verracos. En el tercer experimento se evaluó la relación entre la concentración 

de GPX5 del PS con parámetros de calidad espermática (motilidad total, motilidad progresiva y 

viabilidad espermática). Para ello, un total de 44 eyaculados (4 por verraco) fueron diluidos (30 x 

106 espermatozoides/ml) y conservados a 15-17 ºC, evaluando su calidad espermática a las 24 y 

72 h. Una muestra de PS de cada uno de los eyaculados fue usada para determinar la 

concentración de GPX5. Los eyaculados fueron clasificados en dos grupos (P < 0,001), con alta o 

baja concentración de GPX5 en su PS. La motilidad total difirió entre ambos grupos a las 24 h (P 

< 0,01) y a las 72 h (P < 0,001) de conservación a 17 ºC, mostrando los eyaculados clasificados 

con alta concentración de GPX5 en su PS un mayor porcentaje de espermatozoides mótiles. El 

último experimento evaluó la relación entre concentración de GPX5 del PS con parámetros de 

fertilidad (en términos de tasa de parto y tamaño de la camada). Para ello se utilizaron un total de 

11 verracos y se registraron sus resultados reproductivos a lo largo de un año, con un número de 

cerdas inseminadas por verraco que osciló entre 174 y 904. Durante este periodo, la concentración 

de GPX5 fue evaluada en el PS de 4 eyaculados de cada uno de los verracos (un eyaculado cada 

3 meses). Los verracos fueron clasificados en dos grupos (P < 0,001): con alta o baja 

concentración de GPX5 en su PS. Los resultados evidenciaron que la concentración de GPX5 del 

PS estaba relacionada con parámetros de fertilidad, mostrando los verracos con eyaculados con 

alta concentración de GPX5 en su PS mayores tasas de partos (P < 0,01) y tamaño de camada (P 

< 0,01). Con respecto a la capacidad de la concentración de GPX5 de PS para predecir si un 

verraco exhibirá buenos resultados reproductivos, la curva COR reveló que la GPX5 tenía un buen 

valor predictivo discriminatorio tanto para la tasa parto (área bajo la curva [ABC] = 0,75; P < 0,01) 

como para el tamaño de camada (ABC = 0,70; P < 0,05).  
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El quinto artículo (Journal of Animal Science 2017, 95:1660–1668) cubre el cuarto 

objetivo, evaluando las propiedades antioxidantes de la MLT en el PS porcino. Este estudio 

comprende 4 experimentos. En el primer experimento se evaluó la posible estacionalidad en la 

concentración de MLT en muestras de PS de 48 eyaculados [8 por verraco] recogidos a lo largo 

de un año (2 eyaculados por cada estación y verraco). La estación de obtención del eyaculado (P 

< 0,01), y consecuentemente el fotoperiodo (P < 0,001), influenciaron la concentración de MLT en 

el PS, mostrando los eyaculados obtenidos durante el fotoperiodo creciente (invierno y primavera) 

las menores concentraciones de MLT en el PS. En el segundo experimento se evaluaron las 

potenciales diferencias cuantitativas en la concentración de MLT del PS entre verracos, entre 

eyaculados dentro de un mismo verraco y entre diferentes fracciones del eyaculado. Para ello, la 

concentración de MLT fue determinada en muestras de PS procedentes de eyaculados completos, 

recogidos durante el fotoperiodo creciente (40 eyaculados [4 por verraco]) y decreciente (44 

eyaculados [4 por verraco]), y en 3 fracciones del eyaculado (primeros 10 ml de la FR, el resto de 

la FR y la post-FR) de 15 eyaculados (3 por verraco), recogidos durante el fotoperiodo creciente. 

La concentración de MLT del PS varió entre verracos (P < 0,001) y, en menor grado, entre 

eyaculados dentro de un mismo verraco (P < 0,001). A su vez, esta variabilidad intra-verraco fue 

menor durante el fotoperiodo creciente en comparación con el fotoperiodo decreciente (verano y 

otoño). La concentración de MLT del PS también difirió entre las fracciones del eyaculado (P < 

0,001), mostrando, la mayoría de los verracos, las menores y mayores concentraciones en 

muestras de PS procedentes de los primeros 10 ml de la FR y la post-FR, respectivamente. En el 

tercer experimento se evaluó la relación entre la concentración de MLT en el PS con parámetros 

de calidad y funcionalidad espermática. Un total de 30 eyaculados (uno por verraco) fueron diluidos 

(30 x 106 espermatozoides/ml) y conservados a 15-17 ºC, evaluando la calidad (motilidad total, 

motilidad progresiva y viabilidad espermática) y funcionalidad espermática (producción intracelular 

de H2O2, peroxidación lipídica, producción mitocondrial de O2
- y producción total de O2

-) a las 24, 

72 y 144 h de conservación. Una muestra de PS de cada uno de los eyaculados fue usada para 

la cuantificación de la concentración de MLT. Los eyaculados fueron clasificados en 2 grupos (P < 

0,001): con alta o baja concentración de MLT en su PS. Los parámetros de calidad y funcionalidad 

espermática evaluados no difirieron entre ambos grupos, a excepción de la producción 

mitocondrial de O2
-, la cual fue menor (P < 0,001) en los eyaculados incluidos en el grupo con alta 

concentración de MLT en su PS. El cuarto experimento evaluó la relación entre concentración de 

MLT del PS con parámetros de fertilidad (en términos de tasa de parto y tamaño de la camada). 

Para ello se utilizaron un total de 14 verracos y se registraron sus resultados reproductivos a lo 

largo de 6 meses (fotoperiodo decreciente), con un número de cerdas inseminadas por verraco 
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que osciló entre 104 y 814. Durante este periodo, la concentración de MLT fue evaluada en el PS 

de 3 eyaculados de cada uno de los verracos. Los verracos fueron clasificados en 2 grupos en 

función de la tasa de parto (alto [84,4-90,4%] o bajo [76,8-81,7%]) y en otros 2 grupos en función 

del tamaño de la camada (grande [14,7-16,2 lechones/camada] o pequeño [12,5-13,8 

lechones/camada]). La concentración de MLT en el PS no difirió entre grupos, demostrando que 

la concentración de la misma en el PS porcino no estaba relacionada con parámetros de fertilidad. 
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CONCLUSIÓN 

        1 

CONCLUSIÓN 

        2 

CONCLUSIÓN 

        3 

CONCLUSIÓN 

        4 

CONCLUSIÓN 

        5 

CONCLUSIÓN 

        6 

Las conclusiones alcanzadas de los resultados obtenidos en cada uno los estudios se 

enumeran a continuación: 

 

La capacidad antioxidante total del plasma seminal, así como la actividad y/o 

concentración de algunos de sus componentes con propiedades antioxidantes 

(paraoxonasa tipo 1, glutatión peroxidasa 5 y melatonina), difieren entre verracos, 

entre eyaculados dentro del verraco y entre las fracciones del eyaculado.  

Todos los órganos del tracto genital del verraco (testículo, epidídimo y glándulas 

sexuales accesorias) son capaces de expresar la enzima glutatión peroxidasa 5.  

La actividad de la paraoxonasa tipo 1 y las concentraciones de colesterol en el 

plasma seminal de porcino están positivamente correlacionadas. 

La concentración de melatonina en el plasma seminal porcino tiene un patrón 

estacional, mostrando las menores concentraciones los eyaculados recogidos 

durante el fotoperiodo creciente (invierno y primavera). 

La capacidad antioxidante total, la actividad de paraoxonasa tipo 1 y las 

concentraciones de glutatión peroxidasa 5 y la melatonina del plasma seminal 

porcino están positivamente relacionadas con parámetros de calidad y/o 

funcionalidad espermática de muestras seminales conservadas a 15-17 ºC, y 

congeladas-descongeladas para el caso de la capacidad antioxidante total.  

La capacidad antioxidante total, la actividad de la paraoxonasa tipo 1 y la 

concentración de glutatión peroxidasa 5 del plasma seminal porcino están 

positivamente relacionadas con parámetros de fertilidad (tasa de parto y/o tamaño 

de camada), pudiendo ser consideradas como potenciales biomarcadores 

de fertilidad. 
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OBJETIVE 

        1 

OBJETIVE 

        2 

OBJETIVE 

        3 

OBJETIVE 

        4 

SUMMARY The main objective of this PhD Thesis was to determine components with 

antioxidant properties in porcine seminal plasma (SP) and to evaluate its predictive value 

for sperm quality and functionality and for the fertility of boars used in artificial insemination 

(AI)-programs.  

To achieve this purpose the following particular objectives were set-up to: 

 

Analyse the total antioxidant capacity (TAC) of boar SP and its relationship with 

sperm quality and functionality and fertility parameters of ejaculates from boars 

included in AI-programs (Paper 1). 

 

Identify and characterize the presence of the enzyme paraoxonase-1 (PON-1) in 

boar SP and to evaluate the relationship among SP-PON-1 activity with sperm 

quality and functionality and fertility parameters of ejaculates from boars included 

in AI-programs (Papers 2 and 3). 

 

Determine the importance of the enzyme glutathione peroxidase 5 (GPX5) in boar 

SP, identifying its expression sites in genital organs and evaluating the relationship 

among its SP concentration with sperm quality and fertility parameters of 

ejaculates from boars included in AI-programs (Paper 4).  

 

Examine the concentration of melatonin (MLT) in boar SP and its possible 

seasonal variation, as well as to evaluate its relationship with sperm quality and 

functionality and fertility parameters of ejaculates from boars included in AI-

programs (Paper 5). 
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The materials and methods used to develop the experiments are as follows: 

 

Reagents and media  

Unless stated otherwise, all chemicals used in the experiments were purchased from 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). The media were prepared under sterile conditions in a laminar 

flow chamber (MicroH, Telstar, Terrasa, Spain) using high-purity deionized water (Mili-Q 18 MΩ 

cm; Millipore Co., Billerica, MA, USA). Before using, the pH (GLP-22, Crison, Barcelona, Spain) 

and osmolarity (VAPRO, WESCOR, mod 30M Plus Advanced Instruments Inc.; MA, USA) of each 

media were assessed.  

 

Animals and samples 

  All procedures were performed according to international guidelines (Directive 2010-63-

EU) and approved by the Bioethics Committee of Murcia University (research code: 639/2012).  

Ejaculates, luminal fluid of the epididymal cauda and genital tissues (testis, epididymides, 

accessory sexual glands) were obtained from healthy, sexually mature boars (aged 1.5 to 3 yr) of 

different breeds and crossbred undergoing regular semen collection for commercial AI purposes 

(AIM Iberica [Topigs Norsvin España, Madrid, Spain]). Boars were housed in individual pens in 

environmentally controlled (15-25 ºC) buildings with windows so that they were exposed to natural 

daylight and supplementary light for a total of 16 h of light per day. They were provided with ad 

libitum access to water and were fed commercial feedstuff according to nutritional requirements for 

adult AI-boars. All ejaculates used fulfilled the standards of quantity and sperm quality thresholds 

for the preparation of semen AI-doses (more than 200 x 106 sperm/mL, 70% motile spermatozoa, 

and 75% of morphologically normal cells). 

Inseminated sows were multiparous (parity 1–7), of Landrace and Large White breeds, 

housed in different commercial farms located in Spain. Sows were cervically inseminated (2-3 times 

per oestrus) using 24-72 h liquid-stored AI-semen doses (2,500 x 106 motile spermatozoa in 80 

mL).  
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Seminal plasma processing and storage 

 The SP samples were obtained immediately after ejaculate collection through double 

centrifugation (1,500 xg for 10 min) (Rotofix 32A, Hettich Zentrifugen, United Kingdom). The second 

supernatant was harvested and stored in cryotubes and sent in insulated containers (15-17 ºC) to 

the Andrology Laboratory at the Veterinary Teaching Hospital of the University of Murcia. At the 

laboratory (2-4 h after SP harvesting), the SP samples were stored at -80 ºC (Ultra Low Freezer, 

Haier Inc., Qingdao, China). For analyses, the SP samples were thawed at room temperature. 

 

Assessment of sperm quality and functionality 

Sperm motility was evaluated using a computer-assisted sperm analyser (CASA). All other 

sperm quality and functionality parameters were performed by flow cytometry using a BD FACS 

Canto II flow cytometer (Becton Dickinson & Company, Franklin Lakes, NJ, USA).  

Sperm motility was objectively evaluated using an ISASV1® CASA (Proiser R+D, Paterna, 

Spain) (Papers 1, 3-5). The variables recorded were the overall percentage of motile spermatozoa 

(average path velocity ≥20 µm/sec) and the proportion of motile spermatozoa showing rapid and 

progressive movement (straight line velocity ≥40 µm/sec).  

Sperm viability, expressed as the percentage of spermatozoa with intact plasma and 

acrosomal membrane (Papers 1, 3-5), was assessed using a triple fluorescent procedure, which 

include propidium iodide (PI, Molecular Probes, Europe BV, Leiden, The Netherlands), fluorescein-

conjugated peanut agglutinin (PNA-FITC) and Hoechst 33342 (H-42). Viable spermatozoa were 

those exhibiting intact plasma and acrosome membranes (H-42 positive, PI negative and PNA-

FITC negative) and were reported as percentages. 

Intracellular H2O2 generation was measured in viable spermatozoa using the 

fluorochromes 5-(and-6) chloromethyl-20,70-dichlorodihydrofluorescein diacetate acetyl ester 

(CM-H2DCFDA, Molecular Probes), PI and H-42, following the procedure described by Guthrie and 

Welch (2006) (Papers 1, 3 and 5). Data were reported as the percentage of viable spermatozoa 

(H-42 positive and PI negative) that produce H2O2 (H2DCFDA-positive).  
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Lipid peroxidation was assessed in viable spermatozoa using the fluorochromes C11 

BODIPY581/591 (BODIPY, Molecular Probes), H-42 and PI, following a modified procedure described 

by Silva and Gadella (2006) (Papers 1 and 5). Data were reported as arbitrary fluorescence units 

per 103 viable spermatozoa (H-42 positive and PI negative) (Paper 1) or as percentage of viable 

BODIPY-positive spermatozoa (Paper 5). 

Mitochondrial O2
− production was assessed in viable spermatozoa using the 

fluorochromes MitoSOX Red (MSR, Molecular Probes), H-42 and SYTOX Green (Molecular 

Probes), following a modified Koppers et al. (2008) procedure (Paper 5). Data were reported as 

percentage of viable (H-42 positive and SYTOX Green negative) MSR-positive spermatozoa. 

  Total sperm O2
− production was assessed in viable spermatozoa using the 

fluorochromes dihydroethidium (DHE, Molecular Probes), H-42 and SYTOX Green, following a 

modified of Koppers et al. (2008) procedure (Paper 5). Data were reported as the percentage of 

viable (H-42 positive and SYTOX Green negative) DHE-positive spermatozoa.  

 

Sperm cryopreservation (Paper 1) 

The semen samples were centrifuged (Megafuge 1.0 R, Heraeus, Hanau, Germany) at 

17 °C for 3 min at 2,400 xg, and the sperm pellets were frozen using the straw freezing procedure 

described by Alkmin et al. (2014). Briefly, sperm pellets were extended in freezing extender (FE) 

to a concentration of 1.5 x 109 sperm/mL. After cooling to 5 °C for 150 min, the sperm were re-

extended with FE-glycerol-Equex extender to a final concentration of 1.0 x 109 sperm/mL. The 

sperm were thereafter packed into 0.5 mL polyvinyl chloride French straws (Minitüb, Tiefenbach, 

Germany) and were stored in liquid nitrogen before thawing, which was performed in a circulating 

water bath at 37 °C for 20 s.  

 

Measurement of TAC (Paper 1) 

The TAC was determined in SP samples via an automated measurement method 

developed by Erel (2004). The method is based on 2, 2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonate) decolourization by antioxidants according to their concentration and antioxidant capacity. 

The colour change is measured as a change in light absorbance at 660 nm. For the process, an 

automated analyser (AU400, Olympus, Minneapolis, USA) was used, and the assay was calibrated 
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with 6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox). The TAC value of each 

SP sample was expressed as an equivalent of the mM-concentration of Trolox solution per liter. 

 

Measurement of PON-1 activity (Papers 2 and 3) 

The PON-1 enzymatic activity was assessed in SP samples, measuring the hydrolysis of 

p-nitrophenyl acetate to p-nitrophenol in an automated analyzer (Olympus AU400) adapting a 

previously described assay (Tvarijonaviciute et al., 2012) for SP. The p-nitrophenyl acetate is the 

recommended substrate for measuring PON-1 enzymatic activity in body fluids (Ceron et al. 2014). 

The samples were treated before analysis with acetazolamide (0.5 mM) and di-isopropyl 

fluorophosphates (0.5 mM) to ensure that there were no contaminating enzymes other than PON-

1 capable of hydrolysing p-nitrophenyl acetate. This assay had intra- and inter-assay coefficient 

variations < 10%, high linearity under serial dilutions and a limit of detection of 0.01 IU/mL. PON-1 

activity was expressed as IU/mL.  

 

Measurement of PON-1 concentration (Paper 2) 

PON-1 concentration was determined in SP samples using a commercially available 

sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) following manufacturer’s instructions 

(Aviscera bioscience Inc. Santa Clara, CA, USA). This assay employs a pre-coated microplate with 

monoclonal antibodies specific for PON-1. Briefly, standards and SP samples were pipetted into 

the wells, followed by the addition of a detection antibody and anti-Rabbit IgG-horseradish 

peroxidase. Finally, the substrate solution (tetramethylbenzidine, TBM) was added and the colour 

developed in direct proportion to the amount of PON-1 was measured spectrophotometrically at 

450/540 nm using a micro-plate reader (Sunrise, Tecan Austria GmBH, Grödig, Austria). The 

results were expressed as ng/mL. 

 

Measurement of total cholesterol concentration (Paper 2) 

 Total cholesterol presence in SP samples was quantified using an automated clinical 

chemistry analyser (Olympus AU2700) following the manufacturer’s instructions (CHOLESTEROL 

OSR6116, Beckman Coulter, Brea, CA, USA). In this procedure, cholesterol esters are hydrolysed 

by cholesterol esterase. The free cholesterol produced is oxidised by cholesterol oxidase to 
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cholestene-3-one with the simultaneous production of hydrogen peroxide, which oxidatively 

couples with 4-aminoantipyrine and phenol in the presence of peroxidase to yield a chromophore. 

The red quinoneimine dye formed was measured spectrophotometrically at 540/600 nm as an 

increase in absorbance. The results were expressed as mg/mL. 

 

Measurement of GPX5 concentration (Paper 4) 

The GPX5 concentration was measured in SP samples using a commercially available 

ELISA following the manufacturer’s instructions (Mybiosource, San Diego, California, USA). This 

assay employs a pre-coated microplate with monoclonal antibodies specific for pig GPX5. Briefly, 

standards and SP samples were pipetted into the wells to bind GPX5 to the immobilized antibodies. 

Then, a biotin-conjugated antibody specific for GPX5 was added followed by inclusion of 

streptavidin-conjugated horseradish peroxidase. Finally, a substrate solution was added and colour 

developed in proportion to the amount of bound GPX5. The colour change was measured at 

450/590 nm using a micro-plate reader (PowerWave XS; Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA). 

The results were expressed as ng/mL. 

 

Measurement of MLT concentration (Paper 5) 

The MLT concentration was measured in SP samples using a commercially available 

ELISA (Direct saliva melatonin ELISA kit, Bühlmann Laboratories AG, Schönenbuch, Switzerland) 

following manufacturer instructions. This assay employs a pre-coated microplate with antibodies 

specific for MLT. Briefly, standards and SP samples were pipetted into the wells to bind MLT to the 

immobilized antibodies. Then, a biotinylated MLT was added to the wells, followed by streptavidin 

conjugated to horseradish peroxidase. Finally, a substrate solution (TBM) and H2SO4 were added 

and the absorbance was measured on a microtiter plate reader (TECAN Spectrafluor plus, 

Männedorf, Switzerland) at 450 nm. The results were expressed as pg/mL. 

 

Immunohistochemical examination (Paper 4) 

The sections of tissue samples were deparaffinized and incubated with a primary 

polyclonal antibody antibody against GPX5 (ab190733, Abcam, Cambridge, United Kingdom). 
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Thereafter, sections were incubated with a polyclonal goat anti-rabbit secondary antibody 

conjugated with biotin (Dako, Stockholm, Sweden). The immunostaining was developed using the 

VECTASTAIN Elite ABC kit and ImmPACT DAB peroxidase substrate (Vector Labs, Burlingame, 

USA). The immunostained slides were visualized using an upright Olympus BX51 light microscope, 

equipped with phase contrast optics and a XC30 camera, and the CellSens Olympus imaging 

software (Olympus). The immunostaining at slide level was ranked by 3 independent observers for 

determine eventual changes in distribution or subjective intensity among the boars explored. A 

simple ranking system (0: no staining, +-+++ various degrees of immune stating intensity) was 

used. 

 

Western blotting (WB) (Paper 4) 

Proteins were extracted from tissue samples in RIPA buffer. After centrifugation, the 

supernatant was processed for protein quantification, diluted to a final known concentration and 

loaded into a gel. A polyclonal anti-GPX-5 (ab190733, Abcam) was used as primary antibody. A 

conventional WB analysis was done using a modified protocol described by Vicente-Carrillo et al. 

(2016).  

 

Fertility records 

Fertility outcomes, as farrowing rates (number of farrowing sows respect to the number of 

inseminated sows), litter size (total number of piglets born per litter) and fertility index (number of 

piglets born per 100 sows inseminated) were recorded over 6 (Paper 3 and 5) and 12 (Paper 1 

and 4) month-period. More than 100 sows were inseminated by each of the boars included.  

 

Statistical analysis 

 Data were analysed using IBM SPSS Statistics 19.0 (IBM Spain, Madrid). Residual data 

for each statistical variable were evaluated using the Kolmogorov-Smirnov test to check the 

assumption of normality, and data that were not normally distributed were arcsine- (data in 

percents) or log- (count data) transformed. For the analysis of most data, one-way, two-way or 

mixed model ANOVAs were used. The Bonferroni test was used for post-hoc analyses where 
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appropriate. The intra-class correlation coefficient was used to display the extent of intra-boar 

variability. The hierarchical cluster analysis was performed to identify naturally occurring groups. 

The Pearson parametric correlation test was used to measure the relationship among variables. 

Finally, non-parametric receiver operating characteristic (ROC) curve was used to determine the 

value of the GPX5 concentration in SP samples to discriminate between boars showing high or low 

fertility outcomes 
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The experimental designs and results of each of the papers that comprise 

this PhD Thesis are detailed below:  

 

The first paper (Scientific Reports 2015, 5:18538) met the first objective, evaluating 

boar SP-TAC. This study comprised 3 experiments. The objective of the first experiment was to 

identify potential differences in SP-TAC among boars, ejaculates within boar and among ejaculate 

portions within an ejaculate. TAC was assessed in SP samples from entire ejaculates (60 

ejaculates [4 per boar]) and from 3 different ejaculate portions (the first 10 mL of sperm rich fraction 

[SRF], the rest of SRF and the post-SRF) of 43 ejaculates (one per boar). The results showed that 

SP-TAC differed among boars (P < 0.001) and, to a lesser degree, among ejaculates within each 

boar (P < 0.001). In addition, SP-TAC also differed among ejaculate portions (P < 0.001), showing 

the first 10 mL of SRF and the post-SRF the highest and the lowest SP-TAC values, respectively. 

The second experiment aimed to evaluate the putative influence of SP-TAC on the ability of boar 

sperm to tolerate preservation, either when stored as liquid-extended semen (experiment 2a) or 

following freezing and thawing (experiment 2b). In experiment 2a, a total of 90 ejaculates (one per 

boar) were extended (30 x106 sperm/mL) and stored at 15-17 ºC. Sperm quality (total and 

progressive motility and viability) and functionality (intracellular H2O2 generation and lipid 

peroxidation) parameters were evaluated at 24 and 72 h of storage. A SP sample of each ejaculate 

was used for TAC measurement. The ejaculates were classified into 3 groups as with high, 

moderate or low SP-TAC (P < 0.001). The sperm quality and functionality parameters did not differ 

among SP-TAC groups, neither at 24 nor at 72 h of storage. However, the relative decline 

(difference in percentage between the 2 storage times) in sperm quality was larger (P < 0.05) in 

semen samples from ejaculates with low SP-TAC than those with high SP-TAC. In experiment 2b, 

a total of 14 ejaculates (2 per boar) were cryopreserved in 3 separate portions: the first 10 mL of 

SRF, the rest of SRF and a proportion mix of the first 10 mL of SRF, the rest of SRF and the post-

SRF to simulate the entire ejaculate (mainly derived from post-SRF), following the protocol 

described by Alkmin et al. (2014). The TAC was measured in SP samples from each portion and 

entire ejaculate. Sperm quality and functionality parameters (described in experiment 2a) were 

evaluated at 30 and 150 min post-thawing. Post-thaw total- and progressive sperm motility and 

viability were similar in the first 10 mL of SRF and the rest of SRF yet higher (P < 0.01) than in the 

entire ejaculate (mainly post-SRF), irrespective of post-thaw evaluation time. Intracellular H2O2 

generation and lipid peroxidation in thawed viable spermatozoa were higher (P < 0.01) in the entire 
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ejaculate (mainly post-SRF) than in the first 10 mL of SRF or rest of SRF. Finally, the third 

experiment evaluated the potential relationship between SP-TAC and fertility parameters (in terms 

of farrowing rate, litter size and fertility index). A total of 18 AI-boars were used in the experiment 

and their fertility outcomes were recorded over a 12-month period. The number of inseminated 

sows per boar ranged between 107 and 801. The SP-TAC values were measured in 3 ejaculates 

per boar (one ejaculate every 4 months). The SP-TAC values were positively correlated with litter 

size (r = 0.54, P < 0.05) and fertility index (r = 0.52, P < 0.05). The 18 boars were classified into 2 

groups as having high or low SP-TAC values (P < 0.001). Boars with high SP-TAC values showed 

averaged higher fertility outcomes than those with low SP-TAC values, as evidenced in farrowing 

rates (P < 0.05), litter sizes (P < 0.01) and fertility index (P < 0.01).  

 

The second paper (Molecular Reproduction & Development 2015, 82: 58-65) develops 

partially the second objective, identifying for the first time the presence of PON enzyme in boar 

ejaculates. The concentration and activity of PON-1 were measured in 10 SP samples from 10 

ejaculates (one per boar). The results demonstrated the presence of PON-1 in boar SP, showing 

a negative correlation between its concentration and its activity (r = -0.76, P < 0.01). The SP-PON-

1 activity was negatively correlated with ejaculate volume (r = -0.72, P < 0.05), but positively 

correlated with sperm concentration (r = 0.65, P < 0.05). Since it is known that the association of 

the enzyme with high-density lipoprotein (HDL-C) is a prerequisite for normal PON-1 activity 

(James & Deakin 2004), in this study the total cholesterol concentration (which include HDL-C, low-

density lipoprotein-cholesterol, very low-density lipoprotein-cholesterol) was measured in the same 

SP samples. Total SP-cholesterol concentration was negatively correlated with SP-PON-1 

concentration (r = -0.71, P < 0.05) but positively correlated (r = 0.77, P < 0.01) with SP-PON-1 

activity.  

The third paper (Andrology 2015, 3: 315-320) completed the second objective, 

evaluating SP-PON-1 activity and its relationship with sperm quality and functionality and fertility 

parameters. For this study 4 separate experiments were carried out. The first two experiments were 

designed to evaluate the potential variability in SP-PON-1 activity among boars, ejaculates within 

boar and among ejaculate portions within an ejaculate. For this, PON-1 activity was quantified in 

SP samples from entire ejaculates (60 ejaculates [4 per boar]) and from 3 different ejaculate 

portions (the first 10 mL of SRF, the rest of SRF and the post-SRF] of 20 ejaculates (one per boar). 

The results showed that SP-PON-1 activity differed among boars (P < 0.001) and, to a lesser 

degree, among ejaculates within each boar (P < 0.05). In addition, SP-PON-1 activity also differed 
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among ejaculate portions (P < 0.001), showing the first 10 mL of SRF and the post-SRF the highest 

and the lowest PON-1 activity levels, respectively. The third experiment aimed to evaluate the 

relationship among SP-PON-1 activity with sperm quality and functionality parameters. A total of 

83 ejaculates (one per boar) were extended (30 x 106 sperm/mL) and stored at 15-17 ºC. Sperm 

quality (total and progressive motility and viability) and functionality (intracellular H2O2 generation) 

parameters were evaluated at 0 and 72 h of storage. A SP sample of each ejaculate was used for 

PON-1 activity measurement. SP-PON-1 activity was positive and negatively correlated (P < 0.01) 

with progressive motility and intracellular H2O2 generation, respectively, at 72 h of liquid storage. 

The fourth experiment evaluated the association between SP-PON-1 activity and fertility 

parameters (in terms of farrowing rate and litter size). A total of 6 AI-boars were used in the 

experiment and their fertility outcomes were recorded over a 6-month period. The number of 

inseminated sows per boar ranged between 107 and 189. The SP-PON-1 activity was measured 

in 18 ejaculates (3 per boar). The 6 boars were classified into 3 categories according to farrowing 

rates and litter size. Ejaculates from boars with high farrowing rate (> 85%) showed higher activity 

of SP-PON-1 (P < 0.01) than those from boars with medium (85–80%) or low (< 80%) farrowing 

rate. However, SP-PON-1 activity did not differ among the 3 litter size categories.  

The fourth paper (PLoS One 2016, 11: e0162958) met the third objective, assessing 

the GPX5 concentration in boar SP. This study comprised 4 experiments. The first experiment 

aimed to identify potential differences in SP-GPX5 concentration among boars, ejaculates within 

boar and among ejaculate portions within an ejaculate. GPX5 concentration was quantified in SP 

samples from entire ejaculates (44 ejaculates [4 per boar]) and from 3 different ejaculate portions 

(the first 10 mL of SRF, the rest of SRF and the post-SRF) of 15 ejaculates (one per boar). The 

results showed that SP-GPX5 concentration differed among boars (P < 0.001) and, to a lesser 

degree, among ejaculates within each boar (P < 0.001). In addition, SP-GPX5 concentration varied 

significantly (P < 0.005) among ejaculate portions, the first 10 mL of SRF showed lower 

concentrations than the rest of SRF and the post-SRF. In the second experiment, the expression 

sites of GPX5 in boar genital organs were evaluated. For this, tissue samples from testis, 

epididymis and accessory sex glands (prostate, bulbourethral glands and seminal vesicles) of 6 AI-

boars (slaughtered for genetic replacement) were stored in liquid nitrogen (WB) or fixed in 4% 

buffered formalin, embedded in paraffin blocks, sliced and mounted on slides 

(immunohistochemical analysis). The WB and immunohistochemical analysis revealed the 

presence of GPX5 in all genital organs, without differences among boars. The third experiment 

aimed to evaluate the relationship between SP-GPX5 concentration and sperm quality parameters. 
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A total of 44 ejaculates (4 per boar) were extended (30 x 106 sperm/mL) and stored at 15-17 ºC. 

Sperm quality (total and progressive motility and viability) was evaluated at 24 and 72 h of storage. 

A SP sample of each ejaculate was used for GPX5 concentration measurement. The ejaculates 

were classified into 2 groups (P < 0.001) as with high or low SP-GPX5 concentrations. The total 

motility differed among SP-GPX5 groups at 24 h (P < 0.01) and at 72 h of storage (P < 0.001), 

showing the semen samples from ejaculates with high SP-GPX5 concentrations the highest 

percentage of total motile sperm. The last experiment evaluated the association between SP-GPX5 

concentration and fertility parameters (in terms of farrowing rate and litter size). A total of 11 AI-

boars were used in the experiment, recording their fertility outcomes over a 12-month period. The 

number of inseminated sows per boar ranged between 174 and 904. The SP-GPX5 concentration 

was measured in 4 ejaculates per boar (one ejaculate every 3 months). The 11 boars were 

classified into 2 groups (P < 0.001) as having high or low SP-GPX5 concentrations. The SP-GPX5 

concentration influenced fertility outcomes, showing overall highest farrowing rates (P < 0.01) and 

litter sizes (P < 0.01) the boars with high SP-GPX5 concentrations. Regarding the ability of the SP-

GPX5 concentrations to predict whether a boar will exhibit high fertility outcomes, the ROC curve 

revealed that the SP-GPX5 concentrations had a fair discriminatory value for both farrowing rate 

(area under the ROC curve [AUC] = 0.75, P < 0.01) and litter size (AUC = 0.70, P < 0.05).  

 

The fifth paper (Journal of Animal Science 2017, 95: 1660-1668) covered the fourth 

objective, evaluating the putative antioxidant properties of MLT in boar SP. This study comprised 

4 experiments. In the first experiment, the potential seasonal variation of SP-MLT concentration 

was evaluated. A total of 48 ejaculates [8 per boar] were collected during the seasons of the year 

(2 ejaculates per boar per season) over 1 yr. The season of ejaculate collection (P < 0.01) and 

consequently, the day length period (P < 0.001) influenced the SP-MLT concentration, 

demonstrating that the ejaculates collected during the increasing day length period (winter and 

spring) exhibited the lowest SP-MLT concentration. The second experiment was designed to 

evaluate the potential variability in SP-MLT concentration among boars, ejaculates within boar and 

among ejaculate portions within an ejaculate. The MLT concentration was quantified in SP samples 

from entire ejaculates collected during the increasing (40 ejaculates [4 per boar]) and decreasing 

(44 ejaculates [4 per boar]) day length period and from 3 different ejaculate portions (the first 10 

mL of SRF, the rest of SRF and the post-SRF) of 15 ejaculates (3 per boar), collected during the 

increasing day length period. The results showed that SP-MLT concentration differed among boars 

(P < 0.001) and, to a lesser degree, among ejaculates within each boar (P < 0.001). The intra-boar 
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variability was reduced during the increasing compared with the decreasing day length period 

(autumn and summer). The SP-MLT concentration also varied (P < 0.001) among ejaculate 

portions, most boars showing a similar pattern of variation that was characterized by the lowest 

and the highest MLT concentrations in the SP samples from the first 10 mL of SRF and the post-

SRF, respectively. The third experiment aimed to evaluate the relationship among SP-MLT 

concentration with sperm quality and functionality parameters. A total of 30 ejaculates (one per 

boar) were extended (30 x106 sperm/mL) and stored at 15-17 ºC. Sperm quality (total and 

progressive motility and viability) and functionality (intracellular H2O2 generation, lipid peroxidation, 

mitochondrial O2
− production and total sperm O2

− production) parameters were evaluated at 24, 72 

and 144 h of storage. A SP sample of each ejaculate was used for MLT concentration 

measurement. The ejaculates were classified into 2 groups (P < 0.001): high or low SP-MLT 

concentration. Sperm quality and functionality parameters did not differ between the 2 SP-MLT 

groups at any storage time, with exception of mitochondrial O2
- production (positive to MSR), which 

was lower (P < 0.001) in the viable sperm of the semen samples from ejaculates with high SP-MLT 

concentration. The last experiment evaluated the association between SP-MLT concentration and 

fertility parameters (in terms of farrowing rate and litter size). A total of 14 AI-boars were used in 

the experiment, recording their fertility outcomes over a 6-month period (decreasing day length 

period). The number of inseminated sows per boar ranged between 104 and 814. The SP-MLT 

concentration was measured in 3 ejaculates per boar. The boars were classified (P < 0.001) into 2 

groups as having high (84.4 to 90.4%) or low (76.7 to 81.7%) percentages of farrowing rates. No 

differences in SP-MLT were identified between both boar groups. The 14 boars were also classified 

(P < 0.001) into 2 groups with large (14.7 to 16.2 piglets born per litter) or small (12.5 to 13.8 piglets 

born per litter) litter sizes. The SP-MLT concentration did not differ between both boar groups.  
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CONCLUSION 

        1 

CONCLUSION 

        2 

CONCLUSION 

        3 

CONCLUSION 

        4 

CONCLUSION 

        5 

CONCLUSION 

        6 

The conclusions of this PhD Thesis are: 

 

The total antioxidant capacity of seminal plasma, as well as the activity and/or 

concentration of some of its components with antioxidant properties (paraoxonase 

type 1, glutathione peroxidase 5 and melatonin) differ among boars, ejaculates 

within boar and among ejaculate portions within an ejaculate. 

All boar genital organs (testis, epididymis and accessory sex glands) are able to 

express the enzyme glutathione peroxidase 5. 

The activity of paraoxonase type 1 and the concentrations of total cholesterol in 

boar seminal plasma are positively correlated. 

Melatonin concentration in boar seminal plasma exhibits a seasonal pattern, 

showing the ejaculates collected during the increasing day length period of year 

(winter and spring) the lowest concentrations. 

The total antioxidant capacity, the activity of paraoxonase type 1 and the 

concentrations of glutathione peroxidase 5 and melatonin of boar seminal plasma 

are positively related to sperm quality and/or sperm functionality of semen samples 

stored at 15-17 ºC, and of frozen-thawed semen in the case of total antioxidant 

capacity. 

The total antioxidant capacity, the activity of paraoxonase type 1 and the 

concentration of glutathione peroxidase 5 in boar seminal plasma are positively 

related with fertility parameters (in terms of farrowing rate and/or litter size) and 

could be considered as potential fertility biomarkers.  
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Artículo 1 Paper 1 

Journal Scientific Reports 

Abstract 

The study attempted to clarify the role of total antioxidant capacity of seminal plasma (SP-TAC) on 

boar sperm survival and fertility after artificial insemination (AI). SP-TAC differed (P < 0.001) among 

boars (n° = 15) and, to a lesser degree, among ejaculates within male (4 ejaculates/boar). SP-TAC 

also differed (P < 0.001) among ejaculate fractions (43 ejaculates and 3 fractions per ejaculate), of 

which the sperm-peak portion of the sperm rich ejaculate fraction (SRF) had the highest SP-TAC. 

SP-TAC was not correlated with sperm quality (motility and viability) or functionality (intracellular 

ROS generation and lipid peroxidation) of liquid AI-semen samples stored at 17 °C for 72 h (90 AI-

samples), but the decline in sperm quality was larger (P < 0.05) in ejaculates with low, compared 

with high SP-TAC (hierarchically grouped). The SP-TAC differences among ejaculate portions 

agree with sperm cryosurvival rates (14 ejaculates from 7 boars), showing sperm from sperm-peak 

portion better (P < 0.01) post-thaw quality and functionality than those from the entire ejaculate 

(mainly post-SRF). Boars (n° = 18) with high SP-TAC (hierarchically grouped) had higher (P < 0.05) 

fertility outcomes (5,546 AI-sows) than those with low SP-TAC. Measurement of SP-TAC ought to 

be a discriminative tool to prognosis fertility in breeding boars. 
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 Artículo 2 Paper 2 

 

Journal Molecular Reproduction and Development 

Abstract 

This study revealed and characterized the presence of the antioxidant enzymes paraoxonase 

(PON) type 1 (PON-1, extracellular) and type 2 (PON-2, intracellular) in boar semen. To evaluate 

PON-1, an entire ejaculate from each of ten boars was collected and the seminal plasma was 

harvested after double centrifugation (1,500g for 10 min). Seminal plasma was analysed for 

concentration as well as enzymatic activity of PON-1 and total cholesterol levels. Seminal-plasma 

PON-1 concentration ranged from 0.961 to 1.670 ng/ml while its enzymatic activity ranged from 

0.056 to 0.400 IU/ml, which represent individual variance. Seminal-plasma PON-1 concentration 

and enzymatic activity were negatively correlated (r = -0.763; P < 0.01). The activity of seminal-

plasma PON-1 negatively correlated with ejaculate volume (r = -0.726, P < 0.05), but positively 

correlated with sperm concentration (r = 0.654, P < 0.05). Total seminal-plasma cholesterol 

concentration positively correlated with PON-1 activity (r = 0.773; P < 0.01), but negatively 

correlated with PON-1 concentration (r = -0.709; P < 0.05). The presence of intracellular PON-2 

was determined via immunocytochemistry in spermatozoa derived from artificial insemination. 

PON-2 localised to the post-acrosomal area of the sperm head and principal piece of the tail in 

membrane-intact spermatozoa. In summary, PON is present in boar semen, with PON-1 at low 

levels in seminal plasma and PON-2 within the spermatozoa. Further studies are needed to 

characterize the relationship between antioxidant PONs with sperm and other seminal-plasma 

parameters. 
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Artículo 3 Paper 3 

 

Journal Andrology 

Abstract 

Paraoxonase 1 (PON-1) is a hydrolytic enzyme present in body fluids, capable of protecting cells 

against oxidative stress. The hypothesis was hereby to test that PON-1, present in seminal plasma 

(SP), acts protecting boar spermatozoa when showing a reasonable high activity in the ejaculate. 

SP-PON-1 activity differed (p < 0.001) among boars (from 0.10 to 0.29 IU/mL). Intra-boar variability 

was also observed (p < 0.05), but only in two of the 15 boars. SP-PON-1 activity differed among 

ejaculate portions, showing the spermatozoa-peak portion of spermatozoa-rich ejaculate fraction 

the highest levels (0.35 ± 0.03 IU/mL, ranging from 0.12 to 0.69) and the post-sperm ejaculate 

fraction the lowest levels (0.12 ± 0.01 IU/mL, ranging from 0.03 to 0.21). SP-PON-1 activity was 

positively correlated with the percentage of spermatozoa with rapid and progressive movement (p 

< 0.01) and negatively correlated with the generation of intracellular reactive oxygen species (p < 

0.01) in semen samples after 72 h of liquid storage. SP-PON-1 activity was highest (p < 0.01) in 

boars with highest farrowing rates. In conclusion, SP-PON-1 activity differed among boars and 

ejaculate fractions/portions. SP-PON-1 activity was positively correlated with sperm quality and 

functionality of liquid-stored semen samples and it evidenced a positive association with in vivo 

fertility. 
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Artículo 4 Paper 4 

 

Journal PLoS One 

Abstract  

Glutathione peroxidase-5 (GPX5) is an H2O2-scavenging enzyme identified in boar seminal plasma 

(SP). This study attempted to clarify its origin and role on sperm survival and fertility after artificial 

insemination (AI). GPX5 was expressed (Western blot and immunocytochemistry using a rabbit 

primary polyclonal antibody) in testes, epididymis and accessory sex glands (6 boars). SP-GPX5 

concentration differed among boars (11 boars, P < 0.001), among ejaculates within boar (44 

ejaculates, P < 0.001) and among portions within ejaculate (15 ejaculates). The first 10 mL of the 

sperm rich fraction (SRF, sperm-peak portion) had a significantly lower concentration (8.87 ± 0.78 

ng/mL) than the rest of the SRF and the post-SRF (11.66 ± 0.79 and 12.37 ± 0.79 ng/mL, 

respectively, P < 0.005). Sperm motility of liquid-stored semen AI-doses (n = 44, at 15-17°C during 

72h) declined faster in AI-doses with low concentrations of SP-GPX5 compared to those with high-

levels. Boars (n = 11) with high SP-GPX5 showed higher farrowing rates and litter sizes than those 

with low SP-GPX5 (a total of 5,275 inseminated sows). In sum, GPX5 is widely expressed in the 

boar genital tract and its variable presence in SP shows a positive relationship with sperm quality 

and fertility outcomes of liquid-stored semen AI-doses. 
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Artículo 5 Paper 5 

 

Journal Journal of Animal Science 

 

Abstract 

Melatonin (MLT) is present in seminal plasma (SP) of mammalian species, including pigs, and it is 

credited with antioxidant properties. This study aims to identify the sources of variation and the role 

of boar SP MLT on sperm quality and functionality and in vivo fertilizing ability of liquid-stored 

semen doses used in AI programs. The SP MLT was measured using an ELISA kit in a total of 219 

ejaculates collected from 76 boars, and reproductive records of 5,318 AI sows were recorded. 

Sperm quality was assessed according to motility (computer-aided sperm analysis) and viability 

(cytometry evaluation). Sperm functionality was assessed according to the cytometric 

determination of intracellular H2O2 generation, total and mitochondrial O2
- production, and lipid 

peroxidation in liquid AI semen samples stored at 17°C over 144 h. The concentration of SP MLT 

differed among seasons (P < 0.01) and day length periods (P < 0.001) of the year, demonstrating 

that the ejaculates collected during the increasing day length period (9.80 ± 1.38 pg/mL, range: 

2.75-21.94) had lower SP MLT concentrations than those collected during the decreasing day 

length period (16.32 ± 1.67 pg/mL, range: 5.02-35.61). The SP MLT also differed (P < 0.001) 

among boars, among ejaculates within boar, and among portions within the ejaculate, 

demonstrating that SP from the first 10 mL of sperm-rich ejaculate fraction (SRF) exhibited lower 

MLT concentrations than post-SRF. The SP MLT was negatively related (P < 0.001) to 

mitochondrial O2
-  production in viable sperm. The SP MLT did not differ among AI boars (n = 14) 

hierarchically grouped according to high and low fertility outcomes. In conclusion, SP MLT 

concentration in AI boars varies depending on the season of ejaculate collection and differs among 

boars, ejaculates within boar, and portions within ejaculate. The SP MLT may act at the 

mitochondrial level of sperm by reducing the generation of O2
-. However, this antioxidant role of SP 

MLT was not reflected in sperm quality or in vivo fertility outcomes of AI semen doses. 
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ABREVIATURAS 

 

ABC Área bajo la curva 
BODIPY C11 BODIPY581/591 
CM-H2DCFDA 5-(y-6) clorometil-2’,7’ diacetato diclorodihidrofluoresceína de éster de acetilo 
COR Característica operativa del receptor 
DHE Dihidroetidio 
ELISA Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 
FR Fracción Rica 
GPX5 Glutatión peroxidasa 5 
H-42 Hoechst 33342 
HDL-C Lipoproteínas de alta densidad 
IA Inseminación Artificial 
IP Ioduro de Propidio 
MC Medio de congelación 
MLT Melatonina 
MSR MitoSOX Red 
PNA-FITC Fluoresceína con aglutinina de maní 
PON-1 Paraoxonasa tipo 1 
PS Plasma Seminal 
TAC Capacidad antioxidante total 
TMB Tetrametilbenzidina 
Trolox Ácido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2-carboxílico 
WB Western Blot 
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ABBREVIATIONS 

 

AI Artificial insemination  
AUC Area under the curve 
BODIPY C11 BODIPY581/591 
CASA Computer-assisted sperm analyser 
CM-H2DCFDA 5-(and-6) chloromethyl-20,70-dichlorodihydrofluorescein diacetate acetyl 

ester 
DHE Dihydroethidium 
ELISA Sandwich enzyme-linked immunosorbent assay 
FE Freezing extender 
GPX5 Glutathione peroxidase 5 
H-42 Hoechst 33342 
HDL-C High-density lipoprotein cholesterol 
MLT Melatonin 
MSR MitoSOX Red 
PI Propidium iodide 
PNA-FITC Fluorescein-conjugated peanut agglutinin 
PON-1 Paraoxonase type 1 
ROC Receiver operating characteristic curve 
SP Seminal plasma 
SRF Sperm rich fraction 
TAC Total antioxidant capacity 
TBM Tetramethylbenzidine 
Trolox 6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid 
WB Western Blot 
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Figura 1. Recolección del eyaculado. A-B, exterior (A) e interior (B) del centro de 

inseminación artificial ubicado en Calasparra (Murcia) perteneciente a la empresa AIM Ibérica 

(Topigs Norsvin España, Madrid, España); C-D, recolección manual del eyaculado mediante el 

método de la mano enguantada; E-F, recolección del eyaculado mediante un método semi-

automático (Collectis®) 

 

Figure 1. Ejaculate collection. A-B, outside (A) and inside (B) of the artificial insemination 

center located in Calasparra (Murcia) belonging to AIM Ibérica (Topigs Norsvin España, Madrid, 

Spain); C-D, manual ejaculate collection by the gloved hand method; E-F, ejaculate collection by 

a semi-automatic method (Collectis®) 
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Figure 2. Obtención y almacenamiento del plasma seminal. A, recolección del 

eyaculado; B, muestras de semen en un tubo de 15 ml para centrifugado posterior; C, centrífuga; 

D, pellet de espermatozoides (flecha negra) y plasma seminal (flecha blanca); E, criotubo con 

plasma seminal; F, Congelador de -80ºC. 

 

Figure 2. Harvest and storage of seminal plasma. A, ejaculate collection; B, semen 

sample into 15mL-centrifuge tube; C, centrifuge; D, sperm pellet (black arrow) and seminal plasma 

(white arrow), E, cryotube with seminal plasma; F, -80 ºC Freezer.  
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Figure 3. Procedimiento de técnicas inmunohistoquimicas. A, cuerpo del verraco 

en la cadena de eviscerado del matadero; B, órganos genitales del verraco; C, secciones del tejido; 

D, muestras de tejidos fijadas en formalina tamponada al 4%; E, muestras de tejidos embebidas 

en bloques de parafina; F, incubación de las muestras con el anticuerpo primario.  

 

Figure 3. Inmunohistochemical procedures. A, boar body in slaughterhouse; B, boar 

genital organs; C, tissue sections; D, tissue samples fixed in 4% buffered formalin; E, tissue 

samples embedded in paraffin blocks; F, Incubation of samples with a primary antibody. 
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Figure 4. Análisis de la calidad y funcionalidad espermáticas. A, sistema de análisis 

espermático computarizado; B, cámara de Makler; C, secuencia de trayectorias de los 

espermatozoides mótiles; D, citómetro de flujo (BD FACS Canto II, Becton Dickinson & Company) 

E, histograma obtenido del citómetro de flujo de muestras de espermatozoides teñidas con 

Hoechst 33342 (H-42), ioduro de propidio (IP), y fluoresceína con aglutinina de maní (FITC-PNA) 

(evaluación de la viabilidad espermática). P4 representa todos los eventos positivos a H-42, P5 

representa los espermatozoides positivos a IP y P3 representa los espermatozoides positivos a 

FITC-PNA. 

 

Figure 4. Assessment of sperm quality and function. A, computer-assisted sperm 

analyser; B, Makler chamber; C, track sequences of motile spermatozoa; D, flow cytometer (BD 

FACS Canto II, Becton Dickinson & Company); E, flow cytometric histogram in semen samples 

stained with Hoechst 33342 (H-42), propidium iodide (PI), and fluorescein-conjugated peanut 

agglutinin (FITC-PNA) (for sperm viability). The P4 population represents all events stained with H-

42, P5 represents PI-positive sperm population and P3 represent FITC-PNA positive sperm 

population.  
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Figura 5. Analizador automatizado (AU400, Olympus) usado para evaluar la capacidad 

antioxidante total, la actividad enzimática de la paraoxonasa tipo 1 y la concentración de colesterol 

en muestras de plasma seminal de verraco. 

 

Figure 5. Automated analyser (AU400, Olympus), used to evaluate the total antioxidant 

capacity, enzymatic activity of paraoxonase type 1 and cholesterol concentration in boar seminal 

plasma samples. 
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