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RESUMEN

EI objetivo de esta investigaci6n fue comparar diferentes diluyentes para la

criopreservaci6n de semen porcino evaluando su calidad espermatica y

termorresistencia. Se evalu6 la motilidad, espermatozoides vivos/muerlos,

espermatozoides normales/anormales e integridad acrosomal en el semen fresco y

descongelado. Para determinar la termorresistencia se evalu6 la motilidad del semen

congelado en los diferentes diluyentes. EI estudio se realiz6 en el laboratorio de

Biotecnologia de Reproducci6n Animal de la Unil'lad Acadernica de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Aut6noma de Nayarit. La extracci6n del

semen se realiz6 de un semental Pietrain-Yorkshirede 2.5 anos deedad ,lafrecuencia

deordeiiadelsemental fue semanal,lasextraccionesse realizarondurantelosmeses

de marzo a diciembre de 2007. Para el congelamiento del semen, se emplearon cuatro

tratamientos (diluyentes) (T1: Thilmant, T2: Westendorf modificado, T3: Trealosa con

glicerol y T4: Trealosa sin glicerol), cada uno se subdividi6 en dos fracciones; A

(diluyentede refrigeraci6n)y B (diluyentede congelaci6n). EI semen fue envasado en

pajillasdeO.5mL. Despues de 15 dias desu congelaci6n,el semenfuedescongelado

en un bano Maria a una temperatura de 56°C durante 12 segundos. Se evaluaron 10

eyaculadosdelmismosemental ,evalutmdose10pajillasde cadaeyaculadoencada

tratamiento,quedandodistribuidasbajoun diseiioen bloques al azar, considerando a

cada eyaculado como bloque anidado en cada tratamiento. Para las variables de

calidad esperrnatica se realiz6 anatlsis de varianza bajo un modele de bloques

a'nidadosencadatratamiento.Paraevaluar la termorresistencia,serealiz6analisisd e

varianza porseparado en cada tiempo, comparando los tratamientos para establecer

diferencias estadisticas por medio de la prueba de Tukey, bajo un modelo simple. AI

compararlosvaloresglobalesdel semen fresco con los del semen descongelado, se

hall6 diferencia significaliva (P<0.01) para las variables motilidad, espermatozoides

vivos y espermatozoides vivos con acrosoma integro, paraesperma tozoides normales

no se encontr6 diferencia. Para las variables motilidad, espermatozoides vivos y

espermatozoidesvivoscon acrosoma integroen el semen descongeladoseencontr6

diferencia estadislica signlficativa (P<O.01) entre los cuatro tratamientos,

presentandose los valores mas altos en los diluyentes Thilmant, Westendorf

modificado y Trealosa con glicerol, y el valor mas bajo se obtuvo en el diluyente
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Trealosa sin glicerol. Para la variable espermatozoides normales no se encontr6

diferencia estadistica. En la prueba de resistencia termlca del semen

congelado/descongelado con los diferentes diluyentes, se observ6 que los mejores

resultados de motilidad se dieron en los tiempos 15, 30 y45 minutos, decayendo

gradualmente del minuto 60 a1120. Para motilidad en la prueba de termorresistencia

se encontr6 diferencia estadistica significativa (P<0.01) entre los tratamientos, los

resultados mas altos se presentaron en los diluyentes Thilmant, Westendorf

modificado y Trealosa con glicerol en cada uno de los tiempos considerados, no

encontrandosediferenciasentreestostrestratamientos.Mientrasqueelresultadomas

bajo se obtuvo en el diluyente Trealosa sin glicerol. En conclusi6n, si se afecta la

calidad espermatica y la sobrevivencia del semen porcinocr iopreservadoendiluyentes

que difieren en su composici6n. Seobserv6 que los diluyentes que contienen glicerol

(crioprotector permeable) presentan los mejores valores de calidad espermatica, porlo

que se recomienda el uso de estos diluyentes para la criopreservaci6n de semen

porcino.



SUMMARY

The aim of the present study was to compare different extenders for boar semen

cryopreservation. The sperm quality and its thermo-resistance were also evaluated.

The motility and relation of dead/alive spermatozoa and acrosomal integrity were

studied in fresh and thawed semen samples. To determine the sperm thermal

resistance, the motility was evaluated in frozen semen with different extenders. The

research was carried out at the biotechnology laboratory of the Unidad Acedemlca de

Medicina Veterinaria y Zootecnia, at the Nayarit Autonomous University in Mexico.

Semen was obtained from a crossbred Pietrain-Yorkshire two and a half year old boar.

Weekly sperm samples were collected from March to December. In order to freeze the

semen, 4 treatments with different extenders were used: T1 (Thilmant), T2 (modified

Westendorf), T3 (Trehalose with glycerol) and T4 (Trehalose without glycerol); each

treatment was divided into two fractions: A (cool extender) and B (freeze extender).

The sperm was thawed in a 56°C water bath for 12 seconds after being frozen for 15

days; ten ejaculates from the same boar were evaluated and 10 straws per ejaculate

for each treatment were distributed under a randomized blockmodel,cons ideringeach

ejaculation as a nested block model for each treatment. The nested block model and

an ANOVA analysis were carried out to compare sperm quality traits among

treatments. Thermo-resistance was separately analyzed for each time period,

comparing treatments through a Tukey test with a simple model. A significant

difference (P<0.01) was observed between fresh and thawed global values for sperm

motility, alive spermatozoa and alive spermatozoa with acrosomal integrity. However,

for normal spermatozoa no difference was observed. The analyses among treatments

showed significant differences (P<0.01) for motility, alive spermatozoa and alive

spermatozoa with acrosomal integrity in the thawed sperm, the highest values were for

treatments 1, 2 and 3. For the normal spermatozoa no significant differences were

observed among thawed processed treatments. On the thermal resistance test on

frozen-thawed semen with different extenders, the best results on motility were found at

15,30and45minutes,g raduallydecreasingfrom60t0120minutes.Whereas for the

same test comparisons among treatments showed a significant difference (P<0.01),

higher values for motility in Thilmant, modified Westendorf and Trehalose without

glycerol extenders were obtained. In conclusion, the sperm quality and survival of



cryopreservedsemenwithdifferentcomposilione xtendersareaffecled. Glycerol based

extenders (permeable cryoprotector) showed the best sperm quality values, thus the

useoflhese extenders is recommended for swine semen cryopreservation.

vii
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INTRODUCCI6N

La criopreservaci6n espermatica es una tecnica que se ha desarrollado, sobre

todo, para satisfacer dos necesidades fundamentales. En primer lugar, la conservaci6n

de material genetico valioso por tiempo indefinido, aplicaci6n con la que contribuye de

manera importante a la conservaci6n de razas 0 especies animales en peligro de

extinci6n. En segundo lugar, el desarrollo de la Inseminaci6n Artificial (IA), 10 que

representa, quizas, su aplicaci6n por excelencia, y en la que se Ie utiliza como un

instrumento de mejora genetica (Bwanga, 1990 ; C6rdova et al., 2000).

La conservaci6n de material biol6gico mediante la congelaci6n tiene una gran

cantidad de aplicaciones en las distintas disciplinas de las Ciencias Biol6gicas, puesto

que el material puede ser almacenado por mucho tiempo sin modificar sus

caracteristicas originales (Hafez, 1997).

EI usc de semen congelado puede hoy en dia aportar ciertas ventajas sobre el

semen refrigerado, como son el transporte a largas distancias 0 la conservaci6n

durante un tiempo muy prolongado (anos) con resultados productivos que

progresivamente mejoran y se acercan a los obtenidos con semen refrigerado (Gadea,

2004) .

EI semen porcino a diferencia de otras especies, se caracteriza por ser

producido en grandes volumenes y por ser muy sensible al enfriado posterior a la

colecci6n. Por 10que se han desarrollado diversos protocolos para la congelaci6n del

semen, que han incluido el estudio de distintas combinaciones de diluyentes,

crioprotectores, tasas de enfriado, condiciones del proceso de congelaci6n y

descongelaci6n; edemas la concentraci6n espermatica: sin embargo a pesar de estos

esfuerzos, no ha side posible abatir la baja fertilidad caracteristica del semen

descongelado, causada por una combinaci6n de efectos en la fisiologia y morfologla

de los espermalozoides durante el proceso de congelaci6n-descongelaci6n (Medrano y

Holt, 199B) . .



Entre los factores que se consideran hoy dia que afectan el semen congelado

porcino, cuatro de ellos son estimados como de mayor importancia por la Meat &

Livestock Commission (1985) a traves de una encuesta internacional: bajos niveles de

fertilidad en comparaci6n con el semen fresco; variaciones en la calidad del

congelamiento entre los machos; procesos demasiado caros; y uso de altas

concentracionesesperrnaticaspordosisfYVevaretal., 1997).

Los estudios actuales para mejorar los resultados con semen congeladotienen

como objetivo optimizar los procesos de congelaci6n de los esperrnatozoides y

garantizar el numero suficiente de estes con capacidad fecundante al momento de la

ovulaci6n. Aunque los estudios y modificaciones mas recientes en la tecnica y

aplicaci6n de semen congelado han mejorado significativamente los resultados de

fertilidad yprolificidad,las investigaciones deben continuarcon elfin de minimizarlos

darios de la congelaci6n sobre la celula espermafica, asi como encontrar nuevos

rnetodos para valorar la viabilidad y capacidad fecundante del semen descongelado

(Pallasy DeAlba , 2003).

En el presente trabajo, se pretende obtener un diluyente para la

criopreservaci6n de semen porcino, que proporcione un efecto benefico en la calidad

espermatica despues del proceso de congelaci6n/descongelaci6n. En la actualidad, no

existen diluyentes, tecnicas estandarizadas 0 un protocolo especifico para congelar

semen porcino, ya que algunos investigadores reportan ciertas ventajas de unas

tecnicas 0 diluyentes respecto a otros, raz6n por la que se pretende estandarizar,

adoptar una tecnica y un diluyente para la congelaci6n/descongelaci6n de semen de

verracos, para emplearla en programas de mejoramiento genetico en el estado de

Nayarit. Por ultimo, para el caso de criopreservaci6n del semen porcino, existe poca

informaci6n sobre la utilizaci6n de azucar trealosa en el diluyente de semen porcino,

mientras que en otras especies, como los rumiantes y caninos se han reportado

resultados positivoscon la utilizaci6n de dicho azucar.



1.1. Hip6tesis

AI haber diferencias en la composici6n de los diluyentes para la

criopreservaci6n de semen porcino, se afeeta la calidad espermatica y su

sobrevivencia.

1.2. Objetivogeneral

Comparar diferentes diluyentes para la criopreservaci6n de semen porcino

evaluando su calidad espermatica y termorresistencia.

1.3. Objetivos especificos

1.3.1. Comparar la calidad espermatica del semen porcino criopreservado con

diferentes diluyentes evaluando la motilidad, relaci6n de espermatozoides

vivos/muertos y normales/anormales e integridad acrosomal.

1.3.2. Determinar el coeficiente de correlaci6n entre las variables analizadas en cada

uno de lostratam ientos.

1.3.3. Evaluar la termorresistencia con base a la motilidad del semen congelado­

descongeladoen los diferentes diluyentes.



REVISI6N BIBLIOGRAFICA

2.1. Historia de la congelacion de semen

EI primer reporte de criopreservaci6n de semen, fue realizado por Spallanzani

en el ana de 1776, quien observ6 que cuando los espermatozoides de humano,

garanon y rana eran enfriados en nieve por hasta 30 minutos se volvian inactivos pero

podian ser reactivados; la reduccion de la temperatura fue empleada para deprimir la

actividad metab6lica y prolongar la vida activa del espermatozoide. Un siglo despues,

Mantegazza (1866), observ6 que el espermatozoide de humane sobrevivi6 en semen

congelado a _17oC, este fue uno de los primeros reportes de recuperaci6n de celulas

de mamifero despues de haber sido expuestas a bajas temperaturas en un punta de

congelaci6n (citado por Bwanga, 1991).

La primera vez que se realiz6 con exito la congelaci6n de material seminal fue

en 1949 cuando Polge et ai, demostraron el poder crioprotector del glicerol. Estos

investigadores lograron recuperar espermatozoides de varias especies despues de

congelarlos en soluci6n con este agente crioprotector. EI gran descubrimiento de la

acci6n crioprotectora del glicerol abri6 una era exitosa en la criopreservaci6n no solo

de gametos de varias especies, sino tambien de otras celulas y tejidos. Los reportes

de fertilidad con espermatozoides congelados de tore condujeron a un intenso

desarrollo en la siguiente decada de rnetodos de criopreservaci6n que pudieran ser

aplidados en programas de inseminaci6n. Stewart (1951) gui6 un intense desarrollo de

metodos de criopreservaci6n que pudieran ser aplicables para los prop6sitos en

practice de inseminaci6n. Adernas los esfuerzos de investigaci6n aspiraban al

desarrollo de un metoda de congelaci6n de semen porcino. Las pruebas de fertilidad

fueron lIevadas a cabo con espermatozoides congelados-descongelados de cerdo,

pero con resultados desalentadores. Sin embargo, fueron obtenidas esporadicas

preneces, aunque por regia generalla fertilidad fue muy baja. La viabilidad del

espermatozoide congelado-descongelado de cerdo fue reportada por Polge (1956),

Hoffman (1959), Hess et al., (1960), Dukelow y Graham (1962), Barder (1964) y



Bamba (1968). (Becerril, 1985; Bwanga, 1991; Abeydeera y Day, 1997; Candy at al.,

1997).

En la especie porcina la aplicaci6n inicial de las tecnicas de congelaci6n

espermatica no proporcion6 el exito esperado, y no es hasta 20 alios despues, en

1970 en Cambridge, cuando se obtienen las primeras camadas a partir de semen

congelado mediante el deposito del mismo a nivel uterino mediante una intervenci6n

quirurqica (Iaparotomla) (Polge at et., 1970). En estos trabajos esta implicado el mismo

Polge, junto con Salom6n elan Wilmut (que posteriorrnente se haria mundialmente

famoso como creador de la oveja cl6nica, Dolly). Un ano despues, en diferentes

laboratorios se obtienen las primeras camadas con inseminaci6n cervical mediante el

uso de cateteres de inseminaci6n. Durante la decada de los 90's se mejoraron las

condiciones del proceso de congelaci6n con el estudio de nuevos envases, curvas de

congelaci6n y descongelaci6n. En esta misma decada se realizaron importantes

estudios sobre las bases de crioconservaci6n y las particularidades del proceso en la

especie porcina, donde destacan los trabajos de los britanicos Watson y Holt (Citado

porGadea, 2004).

Sin embargo, en los ultimos alios se ha realizado un gran esfuerzo para mejorar

la fertilidad del semen congelado en lA, obteniendose resultados a nivel comercial muy

prometedores (Thilmant 1998; Gadea at al., 2001; Ericksson at al., 2002; Ruiz at al.,

2002; Selles et al., 2003); quienes han reportado tasas de pariciones por encima del

70%' y en otros estudios, incluso por encima del 80% (De Mirjyn, 1997).

2.2. Efectos de la criopreservaci6n sobre los espermatozoides de cerdo

La viabilidad de los esperrnatozoides congelados de cerdo es mas baja en

comparaci6n con los esperrnatozoides de toro, borrego y macho cabrio;

probablemente por la considerable sensibilidad de los espermatozoides de cerdo al

choque porfrio (Bwanga, 1990).



Sin embargo, aun a pesar de que la alta sensibilidad de los espermatozoides del

cerdo al enfriamiento representa un problema cientifico y practice a resolver, como

Iimitante del uso de la tecnica, se han obtenido recientemente rendimientos

reproductivos excelentes para el semen congelado, siguiendo un esquema

convencional de IA y sin necesidad de recurrir a condiciones de campo extraordinarias

(70-80% de fertilidad; 10 lechones/camada de prolificidad) (Gadea at al., 1998 ).

La explicaci6n a esta especial sensibilidad del espermatozoide porcino en

comparaci6n a la de otras especies esta en la respuesta de la membrana plasrnatica,

esto a consecuencia de su composici6n Iipfdica (alto contenido en acidos grasos

poliinsaturados y poca presencia de colesterol). Con el enfriamiento los fosfollp idos y

glucolipidos de la membrana celular se van gelificando a diferente ritrno quedando

excluidas las proteinas integrales de la membrana en 10que se denomina separaci6n

lateral de fases. Esto provoca un aumento de la permeabilidad de la membrana y

alteraciones de los sistemas de transporte de iones y moleculas. EI resultado de estos

fen6menos es diferente sequn las velocidades de enfriamiento y descongelaci6n a las

que se sometan las celulas (Bwanga, 1991; Castaneda et al., 1996; Saiz, 2003).

Si la velocidad de congelaci6n es muy rapida, se producen cristales de hielo

intracelulares que provocan serias lesiones e incluso la muerte celular. Si por el

contrario, la velocidad de enfriamiento es demasiado lenta, la formaci6n de cristales de

hiel~ empieza en el exterior celular produciendo la salida de agua del interior de la

celuia en un intento de compensar el aumento de pH y de la osmolaridad en el medio

extracelular. Esta deshidrataci6n celular tarnblen provoca dano y niveles bajos de

supervivencia celular. Existe pues, una velocidad 6ptima de enfriamiento con la que los

danos celulares se minimizan. Ocurre 10 mismo para el caso de la temperatura de

·descongelaci6n, la cual depende tarnbien del envase y rnetodo de congelaci6n

utilizado(Martlnetal., 1996; Echegaray, 2000; Saiz, 2003).

Las repercusiones de la crioconservaci6n en el espermatozoide son: rotura y/o

alteraciones de la membrana plasmatlca y acrosoma, liberaci6n de un alto porcentaje



de enzimas, aumento intracelular de iones (Ca y Na), salida de iones intracelulares

(Mg y K), disminuci6n de la producci6n de ATP, alteraciones del citoesqueleto y

supercondensaci6n de la cromatina nuclear (Leeuw et ei., 1991; C6rdova, 1994; De

Saiz,2003).

EI conjunto de todos estos cambios supone la supervivencia de un SO- 60% de

la poblaci6n original de espermatozoides congelados-<lescongelados, los cuales se

veran mas 0 menos afectados en: perdida de molilidad, a consecuencia de los fallos

en los mecanismos de transporte activo y permeabilidad de la membrana y la

disminuci6n del numero de rnoleculas de ATP disponibles; capacitaci6n espermatica,

como consecuencia de todos los procesos descritos y que supone una capacidad

fecundante mas limitada en el tiempo; y, dartos en la cromatina nuclear, con los

consiguientes trastornos del desarrollo y viabilidad embrionaria. Los espermatozoides

congelados tienen una capacidad de supervivencia en el tracto genital de la cerda de

tan solo cuatro horas, por 10 que al momenta de la inseminaci6n y de la ovulaci6n

deben de ir altamente sincronizados (Castaneda et et., 1996; Petzoldt, 1996;

Echegaray, 2000; Saiz, 2003).

2.3. Metodos de conservaci6n y descongelaci6n de semen porc ino

La conservaci6n del semen porcino puede realizarse de tres formas: fresco,

refrigerado y congelado. EI semen fresco se obtiene y se :utiliza en la misma

explotacion, puede conservarse a temperatura ambiente y aplicarse en las dos 0 tres

horas pr6ximas. EI semen refrigerado, es el que se conserva por periodos de dos a

siete dias , al cual se Ie anade un medio que equilibre la acci6n de las sustancias que

contiene el plasma seminal. EI semen refrigerado se puede conservar ados

temperaturas : SoCy 1SoC, actualmente la temperatura de conservaci6n mas utilizada

es la de 1SoC. EI semen conservado a SoC, necesita la adici6n de sustancias

crioprotectoras, siendo la mas utilizada la yema de huevo y/o leche; adernas el

descenso de la temperatura hasta los SoCse efectua de manera gradual para evitar el

choque terrnlco (Johnson etal., 2000).



La conservaci6n del semen a 1SoCes la mas utilizada en todo el mundo, tanto

por los pequelios y grandes produelores, ya que han encontrado en este

procedimiento una mayor confiabilidad y eficiencia para realizar la transferencia

genetica (Johnson eta/., 2000) .

Si bien se han descrito varios metodos para la congelaci6n de semen de

verraco, s610dos se han utilizado y se siguen utilizando (con modificaciones) a nivel

"comercial";

1. "Metodo Beltsville" de congelaci6n en pastillas (Pursel y Johnson, 1975).

2. "Metodo HOlsenberg" de congelaci6n en pajillas (Westendorf et a/., 1975).

Ambas tecnicas se han diseliado para minimizar las consecuencias negativas

derivadas del proceso de congelaci6n y aumentar la resistencia del espermatozoide.

Asl en ambas tecnicas se realiza una etapa previa de enfriamiento y estabilizaci6n y

otra posterior de congelaci6n propiamente dicha (Bwanga, 1991; Saiz, 2003) .

La etapa de enfriamiento (hasta que el semen alcance los SoC) se realiza en

tres fases, en la primera se procede a una fase de equilibrio a temperatura ambiente,

en la segunda fase, se baja la temperatura a 1SoC y se mantiene por determinado

tiempo, a esta temperatura y tiempo se ha demostrado que el espermatozoide va

adqLliriendo resistencia frente al enfriamiento. La duraci6n de este periodo es diferente

sequn los protocolos. Una vez efectuada esta fase se pasa a eliminar el plasma

seminal mediante centrifugaci6n a fin de reducir el volumen a congelar y minimizar el

efeelo negative del descenso termico. La fuerza y el tiempo de centrifugaci6n afectan

la calidad seminal, de manera que se ha comprobado que una mayor velocidad

durante menor tiempo mejora los resultados. Tras este paso, prosigue la tercera fase

que consiste en resuspender el sedimento (espermatozoides) obtenido de la

centrifugaci6n en un primer medio con crioprotectores para descender la temperatura

hasta SoC,tras 10que se Ie agrega glicerol en cantidades menores al 3%, ya que se ha



demostrado que cantidades mayores puede ocasionar dartos en el acrosoma del

espennatozoide (Saiz, 2003) .

La composici6n de los medios crioprotectores de diluci6n es diferente segun el

protocolo de congelaci6n utilizado; finalmente se envasa y se congela. La velocidad de

congelaci6n varia, asimismo sequn el envase y el metodo empleado. Los mejores

resultados se han obtenido con descensos de temperatura de entre 10 Y BOoC por

minuto (C6rdova, 1994; Saiz, 2003 ).

2.3.1. Envases

Son varios los tipos de envases para congelaci6n que se utilizan en la

actualidadycada unopresentaventajase inconvenientes:

Pildoras : la relaci6n volumen/superficie facilita una mejor distribuci6n de la

temperatura pera su Iimitado volumen y concentraci6n supone la utilizaci6n de un

nurnero considerable de elias para reconstituir una dosis con un numero suficiente de

espennatozoides para poderserutilizados en una IA.

Maxi-pajillas: s610se necesitan una 0 dos de elias para reconstituir una dosis normal,

perc su dlseno geometrico no facilita la transmisi6n de la temperatura y ello supone

que ~as zonas periferlcas del envase se yen sometidas a un tiempo mas pralongado de

expostclen a temperaturas extremas de congelaci6n y descongelaci6n.

Mini-pajillas : buena transmisi6n de la temperatura del exterior al interior perc su

pequeno volumen dificulta la reconstituci6n de una dosis entera para su usa en IA.

Boisas planas: contienen una dosis entera y su geometria facilita la rapida y

hornogenea congelaci6n y descongelaci6n. Presenta dificultades para su

almacenamiento en los tanques de nitr6geno Iiquido (Cordova, 1994; Toretta et et.,

1996 ; Saiz, 2003).



2.3.2. Medios de desconqelaclon

En el proceso de criopreservaci6n de semen de verraco, la descongelaci6n

parece ser el paso mas crltico para los espermatozoides. En estudios que se han

realizado, se menciona que es mejor descongelar direetamente en una soluci6n que

en un recipiente seco, por 10tanto se han propuesto algunas soluciones, las cuales se

han clasificadoendoscategorias:

1) En la primera cateqorla se encuentran las soluciones descongelantes con

protelnas , entre las que se encuentra el plasma seminal, su eficacia ha sido

contradietoria, por 10que su utilizaci6n ha sido desechada.

2) La segunda categoria esta compuesta por las soluciones descongelantes salinas,

las principales que se conocen son: soluci6n descongelante BTS (Beltsville

Thawing Solution), OLEP (plasma seminal porcino sintetico), INRA-ITP y el medio

Hllisenberg , las tres primeras son isot6nicas, sin embargo los mejores resultados

se obtienen en condiciones hipert6nicas. Estas soluciones difieren de los diluyentes

para la congelaci6n por su contenido de numerosos electrolitos (Paquignon, 1985;

Szteinetal.,1997) .

La presi6n osm6tica de estas soluciones debe estar entre 330 y 450 mOsmlkg.

Las soluciones INRA-ITP y BTS pueden utilizarse con alguna diferencia cuando se

valora la motilidad 0 el nurnero de 6vulos fecundados, sin embargo, al valorar la

supervivenciaespermaticadurantela incubaci6n, tasadegestaci6nysupervivenciade

embriones, la soluci6n descongelante mas adecuada es la INRA-ITP (Paquignon,

1985) .

2.3.3. Velocidad de descongelacion

EI semen congelado de verraco debe ser descongelado y diluido antes de que

sea utilizado con fines experimentales y/o para realizar la IA. La velocidad de
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descongelaci6n es tan importante tanto como la de enfr iamiento y congelac i6n para la

supervivencia de los espermatozoides, de tal manera que la curva y el tiempo de

calentamiento durante la descongelaci6n son factores que afectan la supervivenc ia

espermat ica (Mazur, 1985; Fiser, 1991).

AI respecto se han invest igado diferentes temperaturas y tiempos de

descongelaci6n que osci/an entre 0 a 80°C durante 10 segundos a un minuto . Los

mejores resultados que se han obten ido de motilidad espermat ica despues de la

descongelaci6n son a una temperatura de 520C durante 40 segundos , para semen

congelado en pajillas plast icas de 0.5mL (Pursel y Park, 1985). Pocos estud ios han

comparado la eficacia de las soluciones descongelantes. Aunque en 1976, Pursel y

Johnson compararon el medio HOlsenberg, el plasma seminal , la leche desnatada y el

BTS; encont rando que el BTS ofreci6 mejores resultados en cuanto al nurnero de

acrosomas norm ales y a la motilidad espermat ica. Sin embargo , existen estud ios que

demuestran que la soluci6n descongelante INRA-ITP es mejor que el BTS en term inos

de la supervivencia de los espermatozoides durante la incubaci6n , tasa de prenez y

viabilidadembrionaria(Paquignon , 1985}.

2.4. Funci6n de los diluyentes en la preservaci6n de semen porcino

Para lIevar a cabo su misi6n , el diluyente debe aportar los nutrientes necesarios

para el mantenim iento metab61ico de la celula espermat ica (azucares ), la protecc i6n

frent~ al shock termlco por frio [BSA (alburnina serica bovina)), controla r el pH del

medio [Bicarbonato, TRIS (hidroximet il metil aminal , HEPES (acldo 4-{2- hidroxietil}-1­

piperazina etanosulf6nico] , la presi6n osm6tica (sales NaCL , KCI) y la inhibici6n del

desarrollo microbiano (antibi6ticos) (Gadea et al., 2003) .

Nutrientes: EI espermatozoide tiene capacidad de producir la energia necesar ia para

mantener su metabol ismo celular y generar el movimiento del flaqelo , principalmente a

traves de las vias glicollticas . Estos procesos se desarrollan en las mitocondrias

localizadas en la porci6n intermedia del espermatozo ide. La fuenle de energia mas
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frecuentemente utilizada en la composiei6n de los diluyentes es la glucosa, aunque se

han usado otros c?mo la galactosa, fructosa, ribosa 0 trealosa, sin que los resultados

hayan superadoa la glucosa (Gadea etal., 2003).

Azucares: Los azucares mas comunes que se agregan a los diluyentes, son la

fructuosaylaglucosa, siendogeneralmenteesta ultirna la rnas utilizada. La inclusi6n

de azucaresen los diluyentes para semen puede desempenar diferentes funeiones. Se

emplean como fuente de energla, ya que las ceiulas espermaticas la requieren para su

motilidad y conservaei6n y aunque los espennatozoides presentan metabolismo

propio, 10 que se intenta es proteger sus reservas intracelulares. Ademas, contribuyen

a la osmolaridad del diluyente, ejerciendo una fuerza osm6tica sobre la membrana

celular del esperma, dependiendo de su permeabilidad (Watson, 1990). Otro azucar

usado es la trealosa, un disacar ido que esta presente en la naturaleza en altas

concentraeiones en algunos organismos poiquilotennos, tolerantes al frio (nematodes

que habitan el suelo y levaduras). Por 10 tanto, la trealosa puede jugar un papel

importante como protector de los espermatozoides contra el frio (Rudolph y Crowe,

1985;eitadosporRevellyGlossop, 1989).

Regulacion del pH: EI pH del semen rec ien eyacufado se encuentra pr6ximo a 7.4 ±

0.2, al igual que otros f1uidosorqanlcos, y cuando se reduce este pH al mismo tiempo

se reduce el metabolismo enerqetico del espennatozoide y su motilidad. EI

metabolismo glicolltico que desarrolla el espennatozoide (carbohidrato principal es

gluco§a) hace que el pH intracelular disminuya y el metabolismo celular quede

reducido. EI acldo lact ico es el principal metabolito de este proceso y ha sido utilizado

como indice de calidad seminal (Rigau et et., 1996).

La adiei6n de agentes tamponadores ayudan, por tanto, a controlar el pH del

medio. Entre los tamponadores mas simples se encuentran el bicarbonato y el citrato

(s6dico) que presentan una capaeidad de tamponar Iimitada, mientras que otros

tamponadores mas complejos [TES (acido 2{(tris (hidroximetil) metil) aminal

etanosulf6nico}, HEPES, MOPS (acido 3- [N- morpholino) propanosulf6nico), TRIS}

pueden regular el pH en un range mas amplio y no son dependientes de la
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temperatura (MOPS y HEPES). EI pH de los diluyentes normalmente utilizados oscila

entre 6.8 y 7.2, pero se debe de considerar que el pH de estes medios no se estabiliza

hasta pasado unos 60·90 minutos del inicio de la diluci6n en agua y que los distintos

diluyentes presentan un diferente patr6n de cambio de su pH a 10largo del tiempo. Por

10que se han de tomar las medidas oportunas en el proceso de preparaci6n de los

diluyentes antes de su usc, para evitar problemas en el proceso de conservaci6n

(Newth y Levis, 1999).

Presi6n osm6tica: EI espermatozoide porcino presenta una presi6n osm6tica de 290­

300mOsm, y es capaz de tolerar un rango de presiones osm6ticas bastante amplio

(240-380mOsm). Diversos estudios han evaluado la tolerancia a diversas presiones

osm6ticas, lIegando a la conclusi6n que ni la motilidad ni la viabilidad espermatica se

ve afectada por la presi6n osm6tica en rangos comprendidos entre 250 y 290mOsm

(Fraser at a/., 2001), mientras que cuando se reduce por debajo de 200mOsm se

detecta una reducci6n significativa de la motilidad (Gilmore at al., 1996; Fraser et al.,

2001).

Aminoacidos: A algunos diluyentes producidos con base en subproductos tacteos , se

les ha agregado la cisteina, para obviar la necesidad de hervir la leche e inactivar un

factor t6xico, la lactenina. Sin embargo este arninoacldo se ha incorporado aun en

ausencia de leche, sin justificaci6n aparente. Ouiza su incorporaci6n se deba al hecho

de que es un elemento abundante en las protaminas (protefnas basicas) , las cuales

propqrcionan un grade de condensaci6n estable de la cromatina, parametro valioso en

la maduraci6n espermatica y el desarrollo embrionario (Watson, 1995).

Agentes antimicrobianos: Debido a tantos agentes pat6genos ex6genos, as! como a

la microflora propia del diverticulo prepucial, uretra y pene pueden afectar

negativamente lafertilidad del semen, es necesaria la inclusi6n de antibi6ticos en los

diluyentes. La flora bacteriana produce toxinas, y estas a su vez, putrefacci6n de los

componentes de origen biol6gico del diluyente. Algunos de los antibi6ticos mas

utilizados son; penicilina, estreptomicina, Iincomicina, espectinomicina, gentamicina y

polimixina B. Tambien se han incluido modernos antibi6ticos como la amikacina y la
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dibekacina, este ultimo se ha senalado como de mayor efect ividad en la inhibici6n del

crecimiento bacte riano, sin afectar la motilidad y morfologia acrosomal. Rec ientemente

se ha admitido que el ceft iofur s6dico adernas de suprimir el crecim iento bacter iano, no

posee efectos espermicidas (Gadea at et., 2003) .

Qtros compuestos y aditivos: Muchos de los diluyentes contiene n agentes

protectores como el EOTA (acldo etilend iam ino tetra acet ico), Este compuesto

desempena un papel quelante para iones-divalentes, limitando el mov imiento a traves

de la membrana plasmatica, 10cual ocurre con la diluci6n y el enfr iamiento . EI EOTA ,

tamb ien protege contra la enzima aminoacido-oxidasa liberada por los

espermatozoides muertos . Adic ionalmente se ha demostrado que puede estimular y

mantener una mayor motilidad del eyaculado 0 de espermatozoides porc inos lavados

(Watson , 1995 ). Otros aditivos en los diluyentes para la criopreservaci6n de seme n

son el Orvus Es Paste (QEP) y/o el Equex STM , que son detergentes sintet icos .

En 1971 , Graham et el., utilizaron sustancias tense activas en ensayos de

criopreservaci6n de semen porcino . Entre 78 compuestos ensayados, la adici6n al

diluyente de un detergente comerc ial (QEP ) demostr6 tener un efecto favo rable sobre

la integridad de los acrosomas en presencia de la vema de huevo . Poco despues, este

efecto favorable fue corroborado por Graham y Crabo (1972) y Pursel et a/., (1978),

quienes observaron que su efecto sobre la mot ilidad espermatica e integr idad de

acrosomasse relacionaba con la concentraci6n de yema de huevoen el diluyentede

conqelacion . EI efecto de algunos surfactantes 0 tensidos sobre las membranas de las

celulas espermaticas aparece ligado a la const ituci6n del diluyente, particularmente a

la presencia de lecit ina aportada por la vema de huevo . Mann (1964), describe que Na

dodecil -sulfato (50S) componente del tens ido , causa la completa inhibici6n de la

fructolisis y abolici6n de la motilidad del semen ovino en concentraciones de 0.0015M

(0.043% p/v). En semen porcino , Pursel at a/., (1978) observaron un efecto protector

del QEP aI1-1 .5% en diluyente Beltsville F5 (BF5) con 20% de vema de huevo (citado

porHellemannyJara, 1997) .
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Yema de huevo : Un importante componente de los medios de refrigeraci6n y

congelaci6n para la criopreservaci6n de semen de diversas especies, incluyendo el

cerdo, es la vema de huevo de ave (gallina). Las propiedades protectoras de la vema

de huevo sobre los espermatozoides durante la congelaci6n fueron descubiertas por

primera vez por Phillips (1939). Posteriormente, se encontr6 que la vema tenia al

menos dos factores actives: protege contra el dane al enfriamiento y ayuda

manteniendo la viabilidad (citado por, Bathgate at al., 2006) .

Las Iipoprotelnas de baja densidad (LDLs) contenidas en la vema de huevo

fueron definidas como ingredientes activos. La adici6n de LDLs de otras fuentes

fracas6 por producir la misma protecci6n que la vema de huevo. Esto fue

probablemente porque las LDLs de la vema de huevo contiene otros componentes,

proteinas particularmente que trabajan en conjunto para proporcionar protecci6n a los

espermatozoides (Watson, 1981). La vema de huevo de gallina ha sido utilizada

convencionalmente en medios de criopreservaci6n de semen, probablemente por su

ampliadisponibilidad(Bathgateatal.,2006) .

Crioprotectores: Los que se conocen en la actualidad han sido divididos en dos

grupos: los que penetran a la celula y los que actuan desde el exterior, 0 bien,

permeables y no permeables. En el primer grupo, se encuentran el glicerol, el

dimetilsulf6xido (DMSO), eritreitol, adonitol y acetamida. En el segundo, se encuentran

varios azucares como la glucosa, la fructosa, la sacarosa, la lactosa y la

polivinilpirrolidona; 5610 los del primer grupo han sido utilizados como verdaderos

crioprotectores en una gran variedad de celulas y tejidos. Aun cuando la concentraci6n

6ptima de glicerol no ha side establecida es de todos los crioprotectores antes

mencionados el que mas se ha incluido en los diluyentes para el congelamiento de

semen, tanto del cerdo como de otras especies. Concentraciones entre el 2 y 6% de

glicerol en el diluyente de congelaci6n han dado buenos resultados. En la mayoria de

los protocolos de congelaci6n de semen el glicerol es anadido a 5°C , ya que cuando

es adicionado a esta temperatura meiora la motilidad, integridad del acrosoma y de la

membrana plasmatica (C6rdova, 1994).
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Agua: Aunque el agua constituye el mayor elemento de un diluyente ha tenido poca

consideraci6n. Actualmente no se encuentran cabalmente delimitadas las pautas de su

calidad; sin embargo se ha enrontrado que al comparar el uso de diversas fuentes de

esta, el agua con un pre-tratamiento por medio de un sistema de 6smosis inversa,

produjo los mas altos Indices de motilidad en espermatozoides de hamster (Flowers y

Esbenshade, 1993).

En general, en los Estados Unidos de America, la calidad de agua se c1asifica

en tres clases: tipo I, que es de la mas alta pureza y se obtiene por una combinaci6n

de desionizaci6n, destilaci6n, filtraci6n y 6smosis inversa; tipo II, es producida por

doble destilaci6n y tipo III, que se elabora por simple destilaci6n. En un estudio

realizado con diluyentes de corta duraci6n preparados en los tres tipos de agua,

mencionados anteriormente, se presentaron los promedios mas altos de viabilidad y

fertilidad en los tlpos I Y II, cuando el periodo de conservaci6n fue mayor a tres dias,

mientras que cuando el perlodo de preservaci6n fue en el lapse de los tres dias

postcolecci6n, los parametres de viabilidad y fertilidad, no se afectaron

significativamente, con ninguno de los tres tipos de agua. Lo anterior puede evidenciar

que cuando se va a conservar el semen por periodos prolongados (mas de 72 horas),

la calidad del agua resulta fundamental (Flowers y Esbenshade, 1993).

2.5. EJecto de los azilcares en la criopreservaci6n de semen

EI efecto benefice de la suplementaci6n del azucar en el diluyente sobre la

viabilidad de celulas espermaticas descongeladas de mamlferos ha side reportado en

muchos estudios (Garcia y Graham, 1989; Aslam et et., 1992). Los azucares tienen

diversas funciones en el diluyente. Ellos proveen energla para la celula espermatica

durante la incubaci6n, rnantienen la presi6n osm6tica del diluyente y actuan como un

crioprotector. La temperatura de alrnacenarnlento Lapwood y Martin (1966), el peso

molecular del azucar Molinia at al., (1994) y el tipo de amortiguador Abdelhakeam at

al., (1991) son usados en el efecto del diluyente y en la habilidad crioprotectora de los

azucares. Muchosestudioshan utilizadoglucosaofructosa Farstad yAndersen (1989)
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y Thomas et al., (1993) en el diluyente TRIS-acido c1trico para la congelaci6n de

espermatozoides. Sin embargo, no hay estudios que se hayan realizado para evaluar

la influencia de la suplementaci6n de otros azucares en el diluyente TRIS-acido citrico

(yild izetal., 2000).

Molinia et el; (1991), encontraron que los monosacaridos son mas apropiados

que los disacaridos para preservar la motilidad del espermatozoide congelado de

camero en el diluyente TRIS-citrato. Garcia y Graham (1989) indicaron que los

trlsacaridos no son tan efectivos como los mono 0 disacaridos para la preservaci6n de

la motilidad de los espermatozoides descongelados de bovino. Casi todos los azucares

(excepto glucosa, lactosa y rafinosa) disminuyen los porcentajes de danos al

acrosoma. Sin embargo, unicamente la xilosa y la fructosa mejoran la motilidad en la

descongelaci6n. Los disacaridos, especialmente la trealosa, sacarosa y maltosa

reducen la muerte espermatica ylo el porcentaje de dal'\os al acrosoma sin promover

la motilidad post descongelaci6n, mientras que los monosacaridos (excepto la

galactosa y glucosa) mejoran la motilidad junto con la viabilidad y la tasa de

acrosomas intactos. Unicamente el trisacarldo rafinosa no altera los parametres

espermaticos, Conforme a estos datos concluyeron que la diferencia en el mecanisme

de acci6n entre los mono y disacaridos determina el tipo 0 localizaci6n del impacto

protector en el espermatozoide. Asl, hipotizaron que el uso combinado de mono y

disacaridosenlaconcentraci6napropiadapuedeproveermejorprotecci6ncomparada

con el mono 0 disacarido solo (Yildiz et al., 2000).

EI porcentaje total de espermatozoides activos fue calculado despues de la

diluci6n, equilibrio y descongelaci6n, encontraron que fue significativamente diferente

entre los azucares. La trealosa, xilosa y fructosa presentaron un porcentaje mas alto

de espermatozoides activos totales al descongelado que otros azucares. EI efecto

benefice de xilosa y fructosa en la motilidad del semen congelado - descongelado de

bovino y camero fue reportado anteriormente (Yildiz et al., 2000). Chen et et., (1993),

notaron que la trealosa mejoraba la sobrevivencia de la celula espermatlca de bovino

almacenada a 25°C por 24 horas. Posteriormente, Storey et et., (1998), reportaron que
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la trealosa aumenta la proporci6n de celulas esperrnaticas intactas de rat6n despues

dela eriopreservaei6n.

Los azucares adieionados al diluyente TRIS-acido citrieo no mejoran la motilidad

y viabilidad durante el equilibrio. Sin embargo, la galactosa, laetosa, trealosa, maltosa

y saearosa reducen los porcentajes de danos al aerosoma en las celulas espermaticas

en equilibrio. Los dlsacaridos (excepto la lactosa) reducen la muerte espermatica y/o la

tasa de aerosomas danados al deseongelado sin promover la motilidad en la

deseongelaei6n, mientras que los rncncsacaridos, espeeialmente la fruetosa y xilosa

mejoran la motilidad junto con la viabilidad y el porcentaje de aerosomas intaetos al

deseongelado. La trealosa, fructosa y xilosa aumentan significativamente el porcentaje

de espermatozoides aetivos totales en las muestras de semen eongeladas­

descongeladas comparadas con otros azucares (Yildiz et al., 2000).

EI metabolismo espermatico puede ser mantenido mejor en diluyentes que

eontengan azucares degradables (Mann y Lutwak-Mann, 1981). Aunque los diluyentes

iso-osm6tieos son comunrnente usados para la eonservaci6n de semen de carnero, los

diluyentes hiper-osm6ticos con un amplio range de las eoncentraciones del azucar son

utilizados para mejorar la integridad espermatica despues de congelar y deseongelar

espermatozoides (Salamon y Visser, 1972; Veksler at al., 1997). Los azucares no

degradables, por ejemplo, laetosa, saearosa, trealosa y rafinosa presentan

hipert~nieidad media, causando deshidrataci6n eelular antes de la congelaei6n

(Sehnieil et a/., 1986; Afsen eta l., 1990).

Los disacaridos son mas efeetivos que los moncsacartdos, ya que aumentan la

deshidrataei6n osm6tiea (Platov, 1988). Este efeeto osm6tieo disminuye la congelaci6n

del agua intracelular, y posteriormente el dana celular por la eristalizaei6n del agua. La

efieieneiade loseomponentes naturales sintetizados porp lantasyanimalesexpuestos

a bajas temperaturas ha sido probada. Entre estas sustancias la trealosa ha side

ineorporada en los diluyentes para semen por varios investigadores Foote at al.,

(1993), Aisen at al., (1994) con resultados variables. En diluyentes sin glieerol, se
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demostr6 que la motilidad despues de congelar espermatozoides de camero, fue mas

alta en presencia de trealosa 0 sacarosa que con glucosa, indicando un efeeto

crioprotector de los disacaridos (Molinia at a/., 1991).

Se ha demostrado la capacidad crioprotectora de la trealosa adicionada a un

diluyente isot6nico en ambas pruebas in vivo e in vitro . La adici6n de este disacarido

en los diluyentes obtuvo resultados variables, evaluados por la motilidad espermatica,

integridad del acrosoma 0 termorresistencia de espermatozoides de camero Molinia at

a/., (1994), Aisen at et., (2000) y conejo (Dalimata y Graham, 1997).

En trabajos previos, se demostr6 que la protecci6n in vitro del semen de camero

durante el congelamiento se mejor6 cuando se usaron diluyentes hipert6nicos (Aisen

et a/., 1990; Aisen et a/., 1996; Aisen et a/., 2000). En estos trabajos, se demostr6 que

la acci6n crioproteetora de la trealosa depende de su concentraci6n en el diluyente.

Molinia at et., (1994), concluyeron que las soluciones TRIS-monosacaridos

proporcionaron la protecci6n in vitro mas alta durante el proceso de congelaci6n­

descongelaci6n, por mas tiempo mientras se mantuvo la iso-osmolaridad. Por el

contrario, el uso de una concentraci6n hipert6nica de un dlsacarldo responde a una

acci6nfisicoquimica diferente, no siendo asi para la permeabilidadde lamembrana

plasrnatica. En adici6n a la acci6n deshidratante, la trealosa confiere una

criopreservaci6n especifica sobre la bicapa Iipidica (Bakas y Disalvo, 1991). Por esta

raz6n~ la trealosa pudo ser mejor crioprotector que otros disacaridos (Aisen et a/.,

1996): EI glicerol es usado frecuentemente en crioproteetores para evitar la formaci6n

de macro cristales del agua intracelular. Cuando la trealosa fue adicionada en

condiciones hiperosm6ticas, se pudo observar un efecto sinergico con el glicerol sobre

la integridad de la membrana, debido a que existe un secuestro de agua allado

.extracelular y una estabilizaci6n de membrana en un estado f1uido (Crowe at el ., 1989 ).

Yildiz at a/., (2000), estudiaron la influencia de la suplementaci6n de diferentes

azucares en el diluyente y evaluaron los porcentajes de motilidad, viabilidad y

acrosomas intaetos de espermatozoides de canino durante la diluci6n,equ ilibrioy
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congelaci6n del semen. Utilizaron el diluyente TRIS-acido citrico que contenia TRIS

240mM, acido citrico 63mM, glicerol 8% (v/v), yema de huevo 20% (vlv) y 70mM de

azucar , los cuales fueron fructosa, galactosa, glucosa y xilosa (moncsacaridos),

lactosa, trealosa, maltosa, sacarosa (disacaridos) 0 rafinosa (trisacarido). No fue

adicionado ningun azucar en el diluyente del grupo control. Los porcentajes de

motilidad, viabilidad espermat ica e integridad acrosomal disminuyeron gradualmente

en todos los grupos despuss de la refrigeraci6n y congelaci6n, consecutivamente

(P<0.001). Encontraron que el tipo de azucar afect6 significalivamente la motilidad,

viabilidad espermafica e integridad acrosomal durante el equilibrio y congelaci6n

(P<0.05). Mostraron que la trealosa, xilosa y fructosa aumentaron significativamente

los porcentajes de espermatozoides activos totales (motilidad x porcentaje de

espermatozoides vivos x porcentajes de espermatozoides normales) comparado con

los otros azucares (P<0.01) y el control (P<0.0001) en las muestras de semen

congelado-descongelado. EI tipo 0 la localizaci6n del impacto crioprotector del azucar

sobre los espermatozoides de canino, varia de acuerdo al tipo de azucar adicionado al

diluyente.
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III. MATERIALES Y MElODOS

3.1. Macrolocalizacl6n

EI estado de Nayarit cuenta con 20 municipios. Sus coordenadas geograficas

extremas son: al norte 230 OS', al sur 200 36' de latitud norte; al este 1030 43', al oeste

105046' de longitud oeste. Nayarit representa el 1.4% de la superficie del pals.

Colinda al norte con Sinaloa y Durango; al este con Durango, Zacatecas y Jalisco; al

sur con Jalisco y el Oceano Pacifico y al oeste con el Oceano Pacifico y Sinaloa

(INEGI, 200S).

Figura 1.- Localizaci6n geografica del Estado de Nayarit.
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EI municipio de Compostela se localiza a 210 14' latitud norte; 104054 ' longitud

oeste . Se encuentra a 860 msnm. Compostela se ubica en la parte sur del Estado de

Nayarit , colinda al norte con el Oceano Pacifico y con los municipios de Xalisco y San

Bias; al este con los municipios de Xalisco, Santa Marla del Oro, San Pedro Lagunillas

y el Estado de Jalisco; al sur con el Estado de Jalisco y con el municipio de Bahia de

Banderas ; al oeste con el municipio de Bahia de Banderas yean el Oceano Pacifico

(INEGI ,2005).

Compostela

Figura 2.- Localizaci6n geografica del Municipio de Compostela.

22



3.2. Microlocalizaci6n

EI estudio se realiz6 en el laboratorio de Biotecnologia de Reproducc i6n Animal

de la Unidad Acadernica de Medicina Veter inaria y Zootecnia de la Universidad

Aut6noma de Nayarit (UAMVZ- UAN); y en la granja porcina "EI Embocade ro" de la

CiudaddeCompostela, Nayarit.

Ellaboratorio de Biotecnologla de la Reproducci6n Animal se encuent ra situado

en la ciudad de Compostela , Nayarit., en el kil6metro 3.5 de la carretera de cuota

Compostela - Chapalilla, localizada geograficamente al suroeste del estado de Nayarit,

a una altitud de 1,021 msnm, con una temperatura media anual de 22°C , con un c1ima

semicalido - subhurnedo (AcW), con lIuvias en verano y una precipitaci6n pluvial de

900 mm (SPPGEN, 1996).

@ -=rx--=-~~

1 -
1 0 --

I

Figura. 3 Y 4.- Localizaci6n geografica de la UAMVZ-UAN tomada a 2000 y 500 pies

de altura, respectivamente.
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En este laboratorio, se realizaron todas las evaluaciones y los procesos de

congelaci6n y descongelaci6n que se consideraron para el desarrollo de la presente

investigaci6n.

La granja porcina "EI Embocadero" se localiza al sur de la Ciudad de

Compostela, Nayarit por la carretera Compostela - Borboll6n a la altura del kil6metro 5,

propiedad del MVZ Alvaro Tello Rodriguez, quien facilit6 un semental de la raza

Pietrain-Yorkshire para la extracci6n de semen.

3.3. Extracci6n del semen

La extracci6n del semen se realiz6 de un semental porcino de la raza Pietrain­

Yorkshire de 2.5 alios de edad, el semen se colect6 por medio de la tecnica de Mano

Enguantada (Conej01990; Hernandez, 199B), en un recipiente terrnico de boca ancha

precalentado a 37°C, provisto de una bolsa de plastico limpia y con un filtro especial

para separar la porci6n gelatinosa (tapioca) del eyaculado. s610se colect61a porci6n

del eyaculado rica en esperrnatozoides. La frecuencia de ordelia del semental fue en

promedio de una vez a la semana, y solo se procesaron para la congelaci6n los

eyaculados (diez) que cumplian con los parametres minimos indispensables para ser

congelados. Inmediatamente despues de que se colect6 el semen, se realizaron las

evaluaciones macrosc6picas y microsc6picas del eyaculado. Las extracciones de

seme~ para esta investigaci6n se realizaron durante los meses de marzo a diciembre

de 2007 .

3.4. Evaluaci6n del semen

3.4.1. Evaluaci6n macrosc6pica

EI objetivo de esta evaluaci6n, es determinar las caracteristicas orqancleptlcas

del semen, las cuales solo proporcionaron informaci6n muy general de la calidad de

este (Conejo, 1990; Hernandez, 199B).
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3.4.1.1. Volumen: Para medir el volumen , se pes6 el termo con el eyac ulado en una

bascula digital , poste riormente se pes6 el termo sin el eyaculado y se rest6 el segundo

valor al primero . Cada gramo de eyaculado equivale a un mililitro de semen . EI

volumen permite registrar la producc i6n de semen de cada verraco , ademas de que su

valor se utiliza para calcu lar la concentrac i6n total de espermatozo ides en el eyaculado

y posteriormente, para determ inar el nurnerode dosis que se pueden preparar (Garcia,

1998; Hernandez , 1998) .

EI volumen del eyaculado completo de un verraco varia de 150 a 300mL con un

rango de 100 a 500mL , dependiendo de las cond iciones individuales y ambientales

(Garc ia at al., 1998; Rozeboom , 2000) .

3.4.1.2. Color: Es una evaluaci6n fisica visual , en la que el semen se c1asific6 en sus

diferentes tonalidades dependiendo de su concentraci6n espermat ica: blanco diluido,

blanco y blanco intenso, si tenia poca , regular 0 mucha concentraci6n ,

respectivamente. EI color del eyaculado depende de la fracci6n de que se trate . La

primera fracci6n 0 preespermat ica tiene un color transparente , la segunda 0 fracci6n

rica en espermatozo ides es de colo r blanquec ino lechoso y la tercera es de color

blanquec ino transparente , perc no tanto como la fracci6n preespermat ica debido a que

siempre va mezclada con espermatozoides (Levis, 1996; Hernandez , 1998) .

3.4.1.~. Temperatura: Se determin6 introduciendo un term6metro digital a la muest ra

de semen . La temperatura del semen varia de 35 a 370C (MachSty at a/., 1992).

3.4.1.4. pH : EI pH es una medida del grade de acidez 0 alcalinidad yen consecuencia

es un indicador de la actividad metab6lica de los espermatozoides . Conforme envejece

el eyaculado aumenta la producci6n de acido lactico y desciende el pH, el cual se

determin6 con un potenc i6metro 0 peachlmetro digital. EI pH varia en relaci6n con la

fracci6n que se trate . La fracc i6n rica en espermatozo ides oscila entre 6.8 y 7.1, Y la

fracci6n pobre es ligeramente mas alcalina oscilando entre 7 y 7.2. EI conjunto total del

eyaculado suele quedar normalmente alrededor de 7.1 a 7.2, es dec ir Iigeramente

alcalino (Conejo , 1990; Hernandez , 1998).
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3.4.2 . Evaluaci6n microsc6pica

EI objetivo de esta evaluaci6n, es reunir los elementos necesarios para el

calculo de dosis, ademas de que pennite detenninar si el semen es viable para su usc

en la congelaci6n. Las caracteristicas del eyaculado que son detenninadas mediante

el microscopic tienen mayor valor que las obtenidas macrosc6picamente (Conejo,

1990).

3.4.2.1 Motilidad: Se coloc6 una gota de semen sobre un portaobjeto previamente

calentado a la temperatura de 370C , y se cubri6 con un cubreobjeto precalentado ala

misma temperatura sobre la gota de semen. Enseguida se observ6 al microscopic con

el objetivo seco debil (10x) y seco fuerte (40x), para estimar la motilidad segun la

rapidez con la que se movieron los espennatozoides hacia adelante y en linea recta.

La motilidad progresiva se estim6 en una escala de 0 al 100%, y solamente se

procesaron aquellos eyaculados con mas del 80% de motilidad. Tambien se estim6 el

tipo de movimiento que tenian los espennatozoides en una escala del cero al cinco, de

los cuales solo se procesaron los eyaculados que tuvieron un movimiento mayor de

tres (Singleton, 1997; Hernandez, 1998).

3.4.2.2. Concentraci6n: Para su detenninaci6n se utiliz6 un fot6metro Porcine

SpermaCue (M in itub~), modelo 1230010500 . Para la realizaci6n de esta prueba, se

deposlt6 una pequena gota de semen en la microcubeta del fot6metro, misma que se

introdujo en ellector del aparato, despues de realizar la lectura y transcurridos 12

segundos, se mostr6 en la pantalla digital del aparato la concentraci6n espermatica

expresada en millones por mililitro que presentaron las muestras.

3.4.2.3. Morfologia: Para realizar esta prueba se coloc6 una gota de semen fresco

sobre un portaobjeto calentado a la misma temperatura del semen, y se coloc6 una

gota de tinci6n vital eosinalnigrosina · (a la misma temperatura) con el objeto de

colorear y fijar los espennatozoides; posteriormente, se puso un segundo portaobjeto

en un angulo de 450 con el primero, se desliz6 suavemente a 10 largo del primero para
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extender la gota de semen tell ida. 5e esper6 un minuto a que secara la muestra a

temperatura ambiente para posteriormente observar la morfologia espermatlca normal

y anormal. 5e contaron 200 espermatozoides en diferentes campos del microscopio,

clasificando las celulas en normales y anormales (con base a anormalidades primarias

y secundarias). En un eyaculado normal no debe admitirse una cifra superior al 20%

de morfoanomalias espermaficas, considerandose una citra media normal de 10% de

anormalidades primarias (de origen testicular). Generalmente, cuando se realiza el

examen morfol6gico, se cuentan de 100 a 200 espermatozoides, y se toma el

porcentaje de espermatozoides normales contra espermatozoides anormales; el

eyaculado de menos de 80% de celulas esperrnaticas normales no se considera para

congelar ni para su uso en programas de IA (De Mirjyn, 1997; Echeverria et al., 1998;

Rozeboom, 2000).

3.4.2.4. Relaci6n de espermatozoides vivos/muertos: Para realizar esta evaluaci6n,

se deposit6 una gota de semen fresco sobre un portaobjeto previamente calentado a

370C, y se coloc6 una gota de eosinalnigrosina para colorear los espermatozoides;

posteriormente, se puso un segundo portaobjeto en un angulo de 450 con el primero,

deslizandolo suavemente a 10largo del primero para extender la gota de semen tell ida.

5e esper6 un minuto a que secara la muestra a temperatura ambiente para

posteriormente observar los espermatozoides, y poder determinar si estaban vivos 0

muertos durante la tinci6n. 5e contaron 200 espermatozoides en diferentes campos

del mi~roscopio . 5e ha demostrado que las cabezas de los espermatozoides muertos

o en f~se letal, tienen la propiedad de dejar pasar los colorantes, esto se debe a la

perturbaci6n de la permeabilidad de la membrana cefallca : mientras que los

espermatozoides vivos no permiten el paso de los colorantes, por 10que permanecen

sin coloraci6n; un eyaculado de buena calidad y para que pueda ser congelado no

debe presentar un numero menor de 80% de celulas espermaticas vivas (Diehl et el.,

1995; Levis,1996).

3.4.2.5. Evaluaci6n de la integridad acrosomal: Esta evaluaci6n se realiz6 por

medio de la triple tinci6n establecida por Talbot y Chac6n (1981). 5e tom6 un volumen
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de 100 microlitros de semen fresco y se Ie agreg6 el mismo volumen de azul de Trtpan

a12% en PBS (buffer salino fosfato) , despues se incub6 a 370C durante 15 minutos.

Transcurrido este tiempo se fij6 la muestra celular despues de lavar con PBS por

medio de centrifugado a 1200 rpm por tres minutos hasta que el liquido sobrenadante

present6 un color azul claro 0 transparente , la fijaci6n se hizo adicionando 0.5mL de

glutaraldehido al 3% en buffer de cacodilato . Posteriormente , se incub6 por 30 minutos

a 4°C en su tube tapado , enseguida este volumen se centrifug6 a 1200 rpm por ocho

minutos , se tir6 el sobrenadante y se Ie adicion6 un mililitro de PBS para volver a

centrifugar a las mismas revoluciones y el mismo tiempo, se resuspendido

nuevamente en un mililitro de PBS para hacer un frotis sobre un portaobjeto , este se

dej6 secar a temperatura ambiente. Este frotis una vez ya seco, se introdujo durante

15 minutos en un vase de Copplin que contenia cafe Bismarck (al 8%, con pH de 1.8)

a 37°C .

Posteriormente se enjuag6 el frotis con agua destilada y dej6 escurrir hasta que

secara el frotis , a continuaci6n se coloc6 dentro de un vaso de Copplin con Rosa de

Bengala (0.8% en buffer Tris 0.1M, pH 5.3) durante un minuto a temperatura ambiente,

despues se lav6 con agua destilada desionizada, se dej6 secar para hacer

posteriormente la observaci6n y evaluaci6n de la muestra en el microscop io. En caso

de hacer despues la evaluaci6n , se Ie agreg6 resina y se Ie puso un cubreobjetos . Por

ultimo se observ6 con el objetivo de inmersi6n 100x y se contaron 100 celulas para

calcular el porcentaje de espermatozo ides vivos con acrosoma integro.

La interpretac i6nfue lasiguiente:

• Cabeza rosa/cafe: espermatozoides vivos con acrosoma integro.

• Cabeza blanca/cafe : espermatozoides vivos con reacci6n acrosomal.

• Cabeza rosa/azul. Espermatozoides muertos con acrosoma intacto.

• Cabeza blanca/azu l: espermatozo ides muertos sin acrosoma (Talbot y Chac6n,

1981).
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3.5. Diluyentes empleados para la congelaci6n de semen

3.5.1. Preparaci6n de los diluyentes

Para el proceso de congelamiento de semen, se emplearon cuatro diluyentes

que fueron diferentes en su composici6n, cada uno se subdividi6 en dos fracciones,

que se identificaron como fracci6n A (diluyente de refrigeraci6n) y B (diluyente de

congelaci6n), cuya composici6n son las siguientes:

3.5.1.1. Diluyente de Westendorf modificado (Roca et a/., 2003).

Diluyente A

~ Dextrosa2 .5gr.

~ Vema de huevo 10mL.

~ Aguadestiladaydesionizadaa justara50mL.

DiluyenteB
~ Dextrosa2 .5gr.

~ Vema de huevo 10mL.

~ Equex paste 0.563mL.

~ Glicerol 6%.

~ Aguadestiladaydesionizadaajustara50mL.

3.5 .1.:l" Diluyente de Thilmant (Thilmant, 1997).

DiluyenteA

~ Fructosa8.5gr.

~ Bicarbonato de Sodio 0.15gr.

~ Vema de huevo 34mL.

~ CisteinaO .015gr.

~ Aguaajuslara150mL.

29



Diluyente B

~ Fructosa8.5gr.

~ Bicarbonato de Sadio 0.15gr.

~ Vema de huevo 34mL.

~ CistelnaO.015gr.

~ Equexpaste1 .69mL.

~ 6% de glieerol

~ Aguaajustara150mL.

3.5.1.3. Diluyente de Trealosa eon glieerol

DiluyenteA

~ Trealosa3.75gr.

~ Vema de huevo 10mL.

~ Aguadestiiadaydesionizadaajustara50mL.

DiluyenteB
~ Trealosa3.75gr.

~ Vema de huevo 10mL.

~ Equex paste 0.563mL.

~ Glieerol 6%.

~ Aguadestiiadaydesionizadaajustara50mL.

3.5.1.4', Diluyente de Trealosa sin glieerol

DiluyenteA
~ Trealosa3.75gr.

~ Vema de huevo 10mL.

~ Aguadestiladaydesionizadaajustara50mL.
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Diluyente B
~ Trealosa 3.75gr.

~ Vema de huevo 10mL.

~ Equex paste O.563mL.

~ Agua destilada y desionizada ajustar a 50mL.

Para medir los pesos y volumenes de los ingredientes de los diferentes

diluyentes, se utiliz6 una balanza analitica para pesar los azucares , el bicarbonato de

Sadio y la cisteina; se utilizaron tubos de ensayo graduados para medir la yema de

huevo; probetas graduadas para medir el agua destilada desionizada; micro pipetas

para medir el Equex paste y pipetas graduadas para medir el glicerol.

3.6. Procedimiento para la congelaci6n de semen con los diferentes

diluyentes utilizados

Diluyentes A: En matraces diferentes de 200mL de capacidad se depositaron los

gramos de azucar correspondientes de cada diluyente y se disolvi6 en 20mL de agua

destilada y desionizada; posteriormente, se separ6 una 0 d.os yemas de

huevo (de gallina) en un separador de yema, luego se colocaron en una servilleta de

papel para hacer movimientos rotatorios con el fin de obtener la pura yema,

excluyendo todo 10 posible de la clara. De esta yema, se colocaran los mililitros

necesarios de cada diluyente en su respective matraz junto con el agua y el azucar ,

enseguida se Ie adicion61a cantidad de agua destilada y desionizada necesaria para

ajustar el total del diluyente (50mL y 150mL), se mezcl6 y agit6 hasta que se

homogeniz6eldiluyente.

Diluyentes B: Para la preparaci6n de estos diluyentes, se utiliz6 el mismo

procedimiento que se realiz6 para la preparaci6n de los diluyentes A, solo que a estos

diluyentes se les agreg6 el seis por ciento de glicerol del total del diluyente B.
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3.7. Centrifugaci6n del semen , diluyente y curva de enfriamiento

Para la centrifugaci6n del semen mas los diluyentes, se utilizaron tubos de

ensayo c6nicos de plast ico con eapacidad para 1SmL, segun la eantidad de semen

que se congel6, fueron los tubos que se emplearon. En eada tubo se depositaron

10mL de diluyente A; por eada tuba de diluyente A se necesit6 un tuba para el

diluyente B. Posteriormente, a una temperatura de 1SoC se introdujeron los tubos

rotulados con sus respectivos diluyentes a la centrifuga a una velocidad de 2000 rpm

durante 1S minutos. EI semen previamente diluido (relaci6n 1:1, semen: BTS) y a una

temperatura de 1SoC se centrifug6 a la misma temperatura, velocidad y tiempo.

Una vez centrifugados los diluyentes, con el mayor cuidado se separ6 el Iiquido

sobrenadante del sedimento, el liquido se coloc6 en diferentes matraces de 7SmL, uno

para eada diluyente, los diluyentes A se mantuvieron a 1SoC en una carnara de

conservaci6n para semen porcino, y los diluyentes B se introdujeron a un refrigerador

a SoC. Posterior a la centrifugaci6n del semen, se separ6 el plasma seminal y

diluyente BTS de los espermatozoides (sedimento). Inmediatamente se Ie agregaron

de dos a tres gotas del diluyente A a eada tubo con su respective sedimento, esto con

el prop6sito de brindarle una mejor protecci6n al momenta de combinar los sedimentos

necesarios (tres a cinco) suficientes para tener una concentraci6n de 6000 X 106

espermatozoides viables en un solo tubo, tratando de que los sedimento del semen

mas el diluyente A se hicieran SmL; ya mezclados en un tubo los espermatozoides y el

diluyenle A se coloearon dentro de un vaso de precipitado con agua corriente a 1SoC,

posteriormente se introdujeron durante dos horas en una vitrina refrigerador donde se

lesbaj6latemperaturahastaSOC.

Elliquido del diluyente B centrifugado se coloc6 en la vitrina refrigerador para

que descendiera su temperatura a SoC. Transcurridas las dos horas, 0 bien, que los

espermatozoides con el diluyente A . descendieran a SoC. dentro de la vitrina

refrigerador se Ie adicion6 en fracciones el diluyente B; 10, 20, 30 y 40%

respectivamente, en intervalos de 10 minutos entre una y otra adici6n, hasta lIegar al
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doble del preparado de diluyente A y el semen. Posteriormente. se procedi6 a envasar

en pajillas de 0.5mL de capacidad con la lIenadora y selladora serniautornatica

(minitube®). Enseguida. en una caja de nieve seca se deposit6 nitr6geno Iiquido hasta

una altura de 9cm, y a una altura de 13cm se colocaron unas camas 0 rejillas

especiales las cuales contenlan a las pajillas y las mantuvieron a una altura de 4cm de

la superficie del nitr6geno durante 20 minutos; a esto se Ie llama "vapcres de

nitr6geno ·, una vez terminado este proceso , se introdujeron las pajillas en tubos para

cinco pajillas cada uno y estos en bastones especiales, los cuales fueron rotulados con

la fecha y diluyente utilizado para introducirlos en las canastillas y poster iormente al

termo con nitr6geno Iiquido a una temperatura de - 196°C donde permanec ieron y se

conservaron por un tiempo minima de 15 dias 0 hasta la descongelac i6n.
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3.8. Esquema del procesamiento de semen para ser congelado

Extracci6ndesemen3Sa37oC (evaluaci6n)

D
Diluir semen + dnente BTS [1:1) a 3S0C

Equilibrar a temperatura ambiente (hora y media)

D
Equilibrara 1S0C( dos horas)

(Puede permanecer 24 horas a 1S°C)

D
Centrifugar a 2000 rpm durante 1Sminutos el volumen necesario de semen para 6000

millones de espermatozoides (spz) viables totales, eliminar sobrenadante

D.
Suspender can diluyente A a 6000 x 106 spz en SmL

D
Descender temperatura a SOC, (dos horas)

D
AdicionarSmLdeldiluyenteB,en formagradual

(10,20 ,30y40%cada10minutos)

D
Envasaren pajillas de O.SmL (300 millonesde spzcada una) ysellar

D
Colocaren vapores de N2 Iiquido (-130 a -1S0°C)

20 minutos a4cm de altura.

D
AlmacenarenN2Iiquido (-196°C)

Indefinidamente, hastasu uso(Rocaetal., 2003).

34



3.9. Descongelaci6n del semen

EI semen fue descongelado despues de 15 dias de su congelac i6n. La

descongelaci6n del semen se realiz6 en un bal'lo Maria a una temperatura de

56°C durante un tiempo de 12 segundos , transcurrido este tiempo, inmediatamente sa

retiraron las pajillas manualmente del bal'lo, despues se secaron con papel absorbible

y se dejaron por un minuto a temperatura ambiente (± 25°C) , posteriormente se

"sacudieron" las pajillas para quitar las burbujas de aire y abrirlas del extrema donde

esta la esfera metalica (balln) . De cada una de las pajillas descongeladas , se tomaron

100fll para realizar la evaluaci6n de acrosomas intactos por medio de la prueba de

triple tinci6n propuesta por Talbot y Chac6n (1981), se coloc6 otra gota del contenido

de cada pajilla en un portaobjetos precalentado a 37°C para evaluar la motilidad , otra

gota para hacer un frotis con eosina-nigrosina para calcular el porcentaje de

espermatozo ides vivos y muertos , asl como el porcentaje de espermatozoides

normales y anormales (morfoanomallas) para obtener la calidad del semen

descongelado . EI resto del contenido de cada una de 10 pajillas del mismo eyaculado

y el mismo diluyente fueron diluidas en 30mL de una soluci6n de BTS (80%) mezclado

con el respective diluyente de refrigeraci6n con yema de huevo (20%) para evaluar la

motilidad del semen descongelado y diluido durante un tiempo de dos horas con

intervalos de 15 minutos (termorresistencia), manteniendo el semen durante este

tiempo en bal'lo Maria a 37°C.

3.10. Diseno Experimental

Para comparar la calidad espermatica y la termorresistencia en la

criopreservaci6n de semen porcino se formaron cuatro tratamientos:

T1: Dextrosa (Westendorf modificada).

T2: Fructosa (Thilmant) .

T3: Trealosa con glicerol.

T4: Trealosa singlicerol.
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Se evaluaron 10 eyaculados de un mismo semental , evaluandose 10 pajillas de

cada eyaculado en cada tratam iento , dist ribuidas bajo un dlseno en bloques al azar ,

cons iderando a cada eyaculado como bloque anidado en cada tratam iento (SAS.

1999) deacuerdoalsiguientecuadro.

Cuadra 1.- Distribuci6n de cada uno de los eyacu lados en cada tratam iento

~ratamiento E1 E2 E3 a f~ 1~6 I.,11Mf' c ~;tl~ ' : E!1 ~

T1 10p 10p 10 p 10 p 10 p 10 p 10 p 10 p 10 p 10 p

T2 10 p 10p 10 p 10 p 10p 10 p 10 p 10p 10 p 10 p

T3 10p 10p 10p 10 p 10p 10p 10 p 10p 10 p 10 p

T4 10p 10p 10p 10p 10p 10p 10p 10p 10p 10p

T1: Dextrosa (Westendorf rnodificada). T2. Fructosa (Thllmant). T3. Trealosa con ghcerol. T4. Trealosa
sing liceroI.E=eyaculado.p =pa jilias.

3.11. AnalisisEstadistico

3.11.1. Para las variables de calidad espermat ica se realiz6 analisis de

varianza bajo un modele de bloques anidados en cada tratam iento .

Yijk=U + T, + Ej(TI)+eijk

Donde :

Y= Son las variables medidas .

u=Mediageneral.

T= Los 'tratemlentoe.

E= Eyaculados .

e=erroraleatorio.

3.11.2. Para las variables de calidad esperrnatlca en cada tratam iento se realiz6 un

analis ls de correlac i6n de Pearson porseparado.
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3.11.3. Para evaluar la tennorresistencia se analiz6 solo la variable motilidad del

semen congelado-descongelado, se realiz6 anailsls de varianza por separado

en cada tiempo, comparando los tratamientos para establecer diferencias

estadisticas por medio de la prueba de Tukey, bajo un modelo simple.

Y ij=U + T ; +e ij

Donde:

Y=Sonlasvariablesmedidas.

u=Mediageneral.

T=Lostratamientos.

e= error aleatorio.

3.12. Variablesamedir

Se evalu6 y compar6 la calidad espermatica en el proceso de criopreservaci6n

mediante la determinaci6n de:

1. Motilidadespennatica.

2. Porcentaje de espennatozoides vivos/muertos.

3. Porcentaje de espennatozoides normales/anormales (morfoanomallas).

4. Porcentaje de integridad acrosomal.

~a ra evaluar y comparar la termorresistencia de los espermatozoides

descongeladossedetermin6:

1. Motilidad espermatica.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSI6N

Los resultados obtenidos se muestran por separado para cada una de las

variables analizadas en los tratamientos; asl mismo se presentan los resultados que se

obtuvieron antes y despues del proceso de congelaci6n/descongelaci6n del semen.

4.1. CaUdad espermatica del semen porcino cr iopreservado con diferentes

diluyentes evaluandose la motilldad, relaci6n de esperrnatozoides

vivos/muertos. normales/anormales e integridad acrosomal.

4.1.1 . Motilldad antes de la congelaci6n espermatica

En esta investigaci6n, se establecieron parametres microsc6picos de calidad

espermatica para determinar si los eyaculados eran criopreservados 0 no. Los valores

medios globales obtenidos para las variables de calidad espermatica evaluadas en el

semen recien eyaculado se muestran en la cuadro 2.

Cuadro 2. Valores lobales para las variables evaluadas en el semen fresco

t:co~J=~os
Variables

I MeCij;t Desviacion IfllMJnllTi..91 :;~~!.~JlEst8ndirll 1~~:.1

Motilidad 87.50 2.63 85.00 90.00

Espermatozoides 82.80 2.78 78.00 87.00
10 Vivos

Espermatozoides 89.00 1.76 86.00 91.00
Normales
Vivos con 77.00 3.73 70.00 82.00

acrosoma lntearo

EI resultado obtenido para la variable motilidad, es ligeramente superior al que

report6 Guzman, (2003), quien evalu6 semen porcino antes de la criopreservaci6n, y

obtuvo una media global de 85%.
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Por otra parte, C6rdova et st., (2004) realizaron un estudio de criopreservaci6n

de semen porcino, donde utilizaron 21 eyaculados y obtuvieron una media de 84.76%

de motilidad espermatica en semen fresco: este resultado tamblen es ligeramente

inferior al obtenido en la presente investigaci6n.

Con base a los resultados obtenidos en la evaluaci6n de la motilidad, se

procedi6 a criopreservar los 10 eyaculados, ya que se encontraron dentro del range

que ha side seJialado por otros investigadores Singleton, (1997) y Garcia et a/., (1998)

quienes reportaron que un eyaculado de buena calidad debe tener como minima 80%

de espermatozoides con movimiento pregresivo (motilidad), para ser considerado apto

para su congelaci6n.

En trabajos que fueron realizados por Singleton, (1997) y Rozeboom, (2000)

seJialan que la tasa de fertilidad y el tamano de la camada disminuiran si la motilidad

del semen recien eyaculado es inferior al 80%.

4.1.2. Espermatozoides vivos antes de la congelaci6n

Los resultados para la variable espermatozoides vivos obtenidos en esta

investigaci6n (cuadro 2) se encuentran dentro del range establecido para que una

muestra de semen pueda ser congelada, ya que en trabajos realizados por algunos

autores como Conejo, (1990) y Poto at a/., (2000), seJialan que cuando se realiza el

exameii de espermatozoides vivos y muertos, un eyaculado de buena calidad no debe

presentar un nurnero menor de 80% de celulas espermaticas vivas (sin teJiirse).

EI resultado obtenido en esta variable es similar con /0 que report6 Benitez,

(2004), quien evalu6 la criopreservaci6n de eyaculados de tres razas porcinas, y

obtuvo el valor mas bajo en la raza Pel6n Mexicano (82.00% de espermatozoides

vivos), por otra parte el resultado de la presente investigaci6n es ligeramente inferior a/

reportado por el mismo autor, en las razas Landrace y Durec, 90.00 y 87.66% de

espermatozoides vivos, respectivamente.
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EI hecho que se haya presentado diterencia entre el porcentaje de

espermatozoides vivos de esta investigaci6n y la mencionada anteriormente, puede

deberse a la diterencia de razas entre sementales, asl como las edades y las

condiciones ambientales que prevalecieron en ambas investigaciones.

4.1.3. Espermatozoides normales antes de la congelaci6n

La media global obtenida para espermatozoides normales antes de la

congelaci6n (cuadro 2), tue superior a la que ha sido senalada para que el semen de

cerdo pueda ser criopreservado, al respecto Rozeboom, (2000) menciona que en un

eyaculado normal no debe admitirse una citra superior al 20% de morfoanomalias

eapermat icas, considerandose una citra media normal de 10% de anormalidades

primarias (deorigen testicular).

EI resultado obtenido, coincide con los reportados por Benitez, (2004) para las

razas Pel6n Mexicano, Landrace y Duroc, en las cuales obtuvo 89.33, 90.33 Y91.00%

de espermatozoides normales, respectivamente.

Los resultados obtenidos en los eyaculados que se utilizaron en esta

investigaci6n, se encuentran dentro de 10establecido para que una muestra de semen

pueda ser considerada para su congelaci6n, ya que en un eyaculado normal no debe

admitirseuna citra interior aI 80%.

4.1.4. Integridad acrosomal antes de la congelaci6n

De acuerdo a los resultados obtenidos, se criopreservaron los 10 eyaculados

para la presente investigaci6n, ya que autores como Martin at a/., (1996) mencionan

que para que una muestra de semen pueda ser criopreservada, debera mostrar al

menos 70% de espermatozoides con acrosomas normales.
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EI resultado obtenido para esta variable (cuadro 2), es similar al que reportaron

C6rdova at al., (2004), quienes obtuvieron 79.76% de acrosomas normales (NAR) para

semen fresco ; en otra investigaci6n realizada por C6rdova at et., (2005) , mencionan

que la integridad acrosomal se mantuvo en un range de 70 a 80%, dicho resultado

tarnbien es similar al obtenido en la presente investigaci6n.

Por otra parte, el resultado reportado por Gosalvez at al., (2003) es Iigeramente

inferior, ya que ellos reportaron una media de 72% de espermatozoides con

acrosomasnormales.

4.1.5. Motilidad despues de la congelaci6n/descongelaci6n

En todas las muestras evaluadas (400 pajillas) de semen congelado ­

descongelado , para la variable motilidad , se encontraron va/ores inferiores respecto a

los valores del semen fresco . AI comparar los valores globales del semen fresco con

los del semen congelado - descongelado , se hall6 diferencia altamente significativa (P

< 0.01) , estos valores se muestran en las cuadros 3 y 4.

para las variables evaluadas en el semen

No.Cle
pajlllas

eYalllad••
al..

26.35

Espermatozoides 33.91 12.37 8.00 67.00
400 Vivos

Espermatozoides 85.62 2.33 77.00 92.00
Normales

Vivosconacrosoma 22.73 8.17 6.00 45.00
intero

41



Cuadro 4. Diferencia de medias globales para las diferentes variables evaluadas
entre el semen fresco y el semen descongelado.

Vanable. Semen N
De.~:~:~~I. , ~ife~,'1 c:la'

Eresco
Motilidad 87.50a 26.35b 400 61.15

Espermatozoides 82.80a 33.91b 400 48.89
Vivos

10
Espermatozoides 89.00a 85.62a 400 3.38

Normales
Vivos con 77.00a 22.73b 400 54.27

acrosomainte ro
N numero de observaclones en cadatr atamlenlo
a,b , Literalesd iferenlesen trelas filas indicand iferenciaestad lslicas ignificativa (P < 0.01).

Comparando la variable motilidad en el semen congelado/descongelado se

encontr6 diferencia estadlstica significativa (P < 0.01) entre los cuatro tratamientos,

presentfmdose los valores mas altos en los diluyentes Thilmant, Westendorf

modificado y Trealosa con glicerol, y el valor mas bajo se obtuvo en el diluyente

Trealosa sin glieerol (cuadro 5), observandose una perdida de la motilidad de 52.70,

57.40 y 58.55, respectivamente; no se encontr6 diferencia estadlsticas entre los

diluyentes Thilmant, Westendorf modificado y Trealosa con glicerol. EI valor medio

mas bajo fue para el diluyente Trealosa sin glicerol, con una perdida de 75.95.

Westendorf 30.10a 100 57.40*
medificado 87.50 10

Trealosacon 28.95a 100 58.55*
Glicerol

Trealosasin 11.55b 100 75.95*
lieerol

N=numerodeobservacionesencadalralamienlo
* Lasdiferencias enlre semen fresco y descongelado para molilidad eapermatica son siqnificativas
estadJsticamenle (P < 0.01).
a,b, Literales diferenles en las columnas indican diferencias esladlslicas significalivas enlre
medias de los tratamienlos (P< 0.01).
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Estos resultados son similares a los que reportaron Bathgate at et., (2006) ,

quienes analizaron la motilidad en espennatozoides criopreservados de porcinos,

realizaron tres evaluaciones para la motilidad; a los 10 minutos, tres y seis horas de

descongelado e incubado el semen a 370C. Para sus mejores resultados reportaron un

33% para motilidad espermatlea a los 10 minutos de descongelado el semen, tarnb len

reportan motilidades de 10 y 2% a las tres y seis horas de incubado, respectivamente.

4.1.6. Espennatozoides vivos despu8s de la congelaci6n/descongelaci6n

Para esta variable se encontr6 diferencia estadlstica significativa (P < 0.01), los

resultados mas altos se presentaron en los diluyentes Thilmant, Westendorf

modificado y Trealosa con glicerol, no encontrandose diferencias estad lsticas entre

estos tratamientos. EI resultado mas bajo se obtuvo en el diluyente a base de Trealosa

sin glicerol, con un resultado de 20,12% de espennatozoides vivos (cuadro 6).

Westendorf

T~~~:~r:~~n 82.80
Glicerol

Trealosasin
licerol

10

36.52a

38.95a

20.12b

100

100

100

46.28*

43.85*

62.68*

N=numerodeobservacionesencadatratamiento
* Las diferencias entre semen fresco y descongelado para espermatozoides vivos son
significativasesladlsticamente(P <0 .01).
a,b, Literales diferentes en las columnas indican diferencias esladlslicas significativas entre
mediasde lostralamientos (P < 0.01).

Para los cuatro tratamientos se hall6 diferencia altamente significativa (P <

0.01), respecto al resultado obtenido de espennatozoides vivos antes de la

congelaci6n con los obtenidos despues del proceso de congelaci6n- descongelaci6n

(cuadro e).
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Los resultados de esta investigaci6n son inferiores a los que.report6 Thilmant,

(1997), quien obtuvo 74% y 73% de espermatozoides vivos para semen eongelado en

diluyentes con y sin Equex STM, respectivamente. La difereneia entre estos resultados

y el de la presente investigaei6n, pudo deberse al efecto del detergente sintetico

Equex STM, el efecto de la temperatura durante el proeeso de

congelaci6n/descongelaei6n, la adici6n de glieerol y la coneentraei6n espermatica en el

diluyente de congelaci6n.

Por otra parte, los resultado obtenidos en este estudio son ligeramente

inferiores a los reportados por Guzman, (2003), quien report6 poreentajes de

espermatozoides vivos de 49.4 , 46 .0, 40.4 Y 38.5, euando las dosis fueron

almaeenadas por echo, 15, 21 Y 30 dias, respeetivamente, eoneluyendo en su

investigaei6n, que los valores de espermatozoides vivos fueron disminuyendo

conforme fue transeurriendo el tiempo de eonservaci6n. AI respeeto, cabe senalar, que

en la presente investigaei6n, las dosis fueron evaluadas a los 15 dlas posteriores a su

eongelaei6n.

Los resultados obtenidos en los diluyentes Thilmant, Westendorf modificado y

Trealosa con glieerol, son ligeramente superiores al obtenido por Benitez, (2004),

quien preserv6 semen de eerdo de distintas razas con la tecnica de Westendorf

modificada y el poreentaje mas alto de espermatozoides vivos 10obtuvo en eerdos

Pel6n Mexicano, con una media de 31.20; mientras que el valor mas bajo se present6

en cerdos de la raza Duroe, con 20.07%, este ultimo resultado es similar al obtenido en

este estudio para el diluyente Trealosa sin glieerol, 20.12% de espermatozoides vivos

despues del proeeso de eongelaei6n/deseongelaei6n.

Los valores obtenidos en esta investigaci6n para esta variable son similares a

los de Waterhouse et al., (2006) ya que al evaluar la toleraneia a la eongelaei6n de

semen de eerdo de diferentes razas, observaron que despues de la eongelaci6n­

deseongelaei6n los poreentajes de' espermatozoides vivos se redujeron

signifieativamente (P < 0.001) 48.9 Y 45.6% cornparandolo con el semen fresco, para

las razas Landraee y Duroe, respeetivamente.
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4.1.7. Espermatozoides normales despues de la congelaci6nfdescongelaci6n

Para esta variable no se encontr6 diferencia estadistica (P > 0.01) entre los

espermatozoides de semen fresco y los que fueron sometidos al proceso de

congelaei6n/descongelaci6n. Asi tamb ien, para esta misma variable, no hubo

difereneias significativas (P > 0.01) entre los tratamientos (cuadro 7).

Westendorf

T:~~:C:~n 89.00
Glicerol

Trealosasin
Iicerol

10

85.86a

85.46a

85.19a

100

100

3.54

3.81

N=n llmerodeobservacionesencada tralamiento
Las diferencias entre semen fresco y descongelado para espermalozoides normales no son
significalivaseslad lslicamenle (P >O.Ol )
a, Lilerales Iguales en las columnas indican que no hubo diferencias esladlsticas enlre medias de
10 5 tralamienlos (P > 0.01).

Los resultados que se obtuvieron para esta variable son Iigeramente inferiores a

los quereporto Benitez, (2004), quien al trabajar con tres razas de cerdos diferentes

obtuvo ·porcentajes de espermatozoides normales de 90.60 para Pel6n Mexieano,

89.57 para Landrace y 89.67 para Duroe, no encontrando diferencia entre las tres

Respeeto a los espermatozoides eon alteraciones morfol6gicas, estos pueden

presentar buena motilidad, perc si presentan formas inadeeuadas no son aptos para

fertilizar6vulos (Rozeboom, 2000).
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4.1.8 . Integridad acrosomal despu8s de la congelaci6n/descongelaci6n

Para esta variable se encontr6 diferenc ia estad fstica significat iva (P < 0.01), los

resultados mas altos se presentaron en los diluyentes Th ilmant , Westendorf

modificado y Trealosa con glieerol , no encontrandose diferenc ias entre estes

tratamientos . EI resultado mas bajo se obtuvo en el diluyente a base de Trealosa sin

glieerol. Para los cuatro tratam ientos exist i6 diferencia altamente significat iva (P <

0.01), respeclo al resultado obtenido de espermatozo ides vivos con acrosoma integro

antes de la congelaci6n con los obten idos despues del proeeso de congelaci6n­

descongelaci6n (cuadro 8).

Cuadro 8. Comparaci6n de med ias para la variable espermatozoides vivos con
acrosoma integro entre el semen fresco y el semen congelado con los
diferentesdilu entesempleados ara lacrio reservaci6n .

"·-.lIMB I. IDllr......r.matozol eswlv-CJ8'[coma'c l'.OS1)malntegro ..,

~uyente. ... Semen .N Semen
~.:~fre.co desconaelado

Thilmant 26.55a 100 50.45"

Weste ndorf 25.85a 100 51.15 -
mod ificado

77.00 10
Trealosa con 25.16a 100 51.84-

Glicerol
Trealosasin 13.54b 100 63.46 -

licerol
Las diferenclas entre semen fresco y descongelado para espermatozcldes VIV OS con acrosoma

inlegro son significativaseslad lsticamenle (P < 0.01)
a,b , LJleralesdiferenlesen lasco lumnas indicand iferenciase sladlsl icassign ifical ivase nlre medias
de loslralamienlos (P < 0.01).

Los resultados obten idos para esta variable son inferiores a los que obtuv ieron

Bathgate at al., (2006), ya que an su estud io reportaron los mejores valores med ios de

62,57 Y50% de espermatozoides con acrosomas intactos a los 10 minutos ,tres y seis

horas despues de haber descongelado e incubado el semen a 370C . En otro estud io

raalizado por Poto at al., (2000) , ancontraron valores medios de 59 y 33% para

espermatozoides con acrosomas normales al comparar los rnetodos de congelaci6n de

semen propuestos por Thilmant contra el utilizado por Westendorf, respectivamente.
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En otra investigaci6n realizada por Gosalvez at al., (2003) al evaluar los

acrosomas normales en muestras de semen descongelado a diferentes temperaturas y

tiempos, reportan 36.2% para los mejores valores medios que obtuvieron al hacer

dicha evaluaci6n. Por otra parte, Thilmant, (1997) evalu6 el efecto de la adici6n del

detergente Equex STM en el diluyente para la congelaci6n de semen de cerdo y

determin6 el porcentaje de acrosomas intactos en espermatozoides descongelados, en

el cual reports valores medios de 56 y 30% para el semen congelado en diluyentes

con y sin Equex STM, respectivamente.

Los resultados de las investigaciones mencionadas anteriormente,

superiores a los obtenidos en este estudio, estas diferencias pueden ser debidas

a las tinciones 0 tecnicas empleadas para realizar dicha evaluaci6n, por 10 que no se

especifica si estos espermatozoides con integridad acrosomal tambien tenIan su

membrana plasrnatica normal (espermatozoides vivos), ya que con la tecnica

empleada en este estudio solo se reportan los espermatozoides vivos con acrosoma

integro, por 10 que se descart6 los espermatozoides muertos con acrosoma integro.

4.1.9. Concentraci6n de resultados

En el cuadro 9, se muestran de manera general y agrupada los resultados

obtenidos para las diferentes variables analizadas en el semen

congelado/descongelado con cada uno de los tratamientos; asi tamblen, en la figura 5,

se muestran las perdidas de los porcentajes para cada una de las variables,

considerando el semen fresco versus semen descongelado.
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Cuadro 9. Medias generales para las variables motilidad , vivos, norma les y vivos
con acrosoma integro evaluadas en el semen congelado-descongelado

D.E. -Desvlaci6nesttmda r.
a, b, Literales diferentes en las columnas indican diferencias estadlsticas entre medias de los
tratamientos (P <O.01).

con 105 diferentes diluventes .
Diluyenles Motiliitait D.E. Vivos D.E. Nonnalea D~~ ,~~~:;~~~

· D.E;;;'
~: ·'~' r;;.W:

Thilmant 34.80a 9.07 40.06a 10.89 85.87a 2.38 26.55a 5.53

Westendorf 30.10a 9.97 36.52a 8.83 85.86a 2.10 25.85a 7.24
modificado

Trealosacon 28.95a 9.62 38.95a 10.64 85.46a 2.71 25.16a 7.17
alicerol

Trealosas in 11.55b 4.90 20.12b 6.66 85.19a 2.02 13.54b 4.23
glicerol

-. -Trealosaco ng licerol

,
r

'I
J'

Figura 5. Diferenc ias porcentua les entre el semen fresco y el semen congelado ­
desconge ladoen cadadiluyente para cada una de las variables .
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4.2. Coeficiente de correlaclen entre las variables analizadas en cada uno

de los tratamientos

EI coeflc iente de correlaci6n es una medida del grade de asociaci6n entre dos

variables normalmente distribuidas (X y V). Con el fin de encontrar relaciones

funcionales entre las variables analizadas, se utiliz6 el modele rnaternatico de Pearson,

el cual sirve de base para predecir el fen6meno estudiado. EI conocimiento de la

asociaci6ndedoscaracterlsticasen un individuooanimal,esdegran imporlancia,ya

que la selecci6n de alguna de elias, se traduce autornaticarnente en la selecci6n de la

otra. Se dice que una correlaci6n es positiva, si ambas variables se mueven en el

mismo sentido, es decir, si una aumenta la otra tambien 10hace, y correlaci6n negativa

si al aumentar una la otra disminuye 0 viceversa. EI coeficienle de correlaci6n oscila

entre-1 y 1 (Herreray Barreras, 2001).

En loscuadros 10, 11,12y 13 se muestran las correlaciones entre las variables

estudiadas en cada uno de los diluyentes; Thilmant, Westendorf modificado, Trealosa

con glicerol y Trealosa sin glicerol, respectivamente.

Para las variables evaluadas en los espermatozoides congelados ­

descongelados con el diluyente Thilmant se encontraron correlaciones positivas

significativas (P < 0.01) entre las variables motilidad y espermatozoides vivos;

motilidad y espermatozoides vivos con acrosoma integro, asl tambien con

espermatozcldes vivos y espermatozoides vivos con acrosoma integro. Los valores

obtenidos para estascorrelacionessemuestran en elcuadro 10.
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Cuadro 10. Correlaciones entre las variables evaluadas en el semen congelado
coneldilu enteThilmant.
s:p, "." 'YJ.vo. Normal•• "",,,tViilos cori.t

..l. ~acro.oma

Motilidad 0.6S" -0.15 0.55"

Vivos -0.02 0.62"

Normales 0.01

Indica correlaclonesslgnificabvas(P < 0.01)

En el cuadro 11, semuestran las correlaciones para las variables evaluadas en

el semen criopreservado con el diluyente Westendorf modificado existiendo

correlaciones significativas (P < 0.01) entre las variables molilidad yespermatozoides

vivos; motilidad y esperrnatozoides norrnales; motilidad y esperrnatozoides vivos con

acrosoma integra; asl tarnbien , esperrnatozoides vivos con esperrnatozoides norrnales

y esperrnatozoides vivos con esperrnatozoides vivos con acrosoma integra.

Normales

* Indica correlaciones significativas(P<0 .01)

-0.23

En 10 que respecta al diluyente Trealosa con glicerol, se encontraron

correlaciones positivas significativas (P < 0.01) entre todas las variables analizadas,

(cuadro 12).
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Nonnales

* = indica correlacionessignificat ivas (P < 0.01)

0.17*

Para el caso de las variables analizadas en los esperrnatozoides

criopreservados con el diluyente Trealosa sin glicerol, se encontraron correlaciones

positivas significativas (P < 0.01) entre las variables motilidad con esperrnatozoides

vivos; motilidad con esperrnatozoides vivos con acrosomas integro, asi como tarnbien

esperrnatozoides vivos con esperrnatozoides vivos con acrosoma integro (cuadro 13).

Cuadra 13. Correlaci6n entre las variables evaluadas en el semen congelado con
eldilu enteTrealosasin Iicerol

Motilidad

Vivos

Normales

Vivos

0.82* -0.04

-0.06 0.71*

0.01

* = indica correlacionessignificat ivas (P<0.01)
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4.3. Evaluaci6n de la termorresistencia con base a la motilidad del semen

congelado-descongelado en los diferentes diluyentes

La evaluaci6n de la termorresistencia se realiz6 durante dos horas analizando la

variable motil idad , la primera observaci6n se hizo al minuto desp ues de diluir a 370C el

resto del semen contenido en las 10 pajillas descongeladas, las siguientes

observaciones se hicieron con intervalos de 15 minutos entre una y otra, siendo un

total de nueve observaciones en cada repetici6n para cada uno de los diferentes

tratamientos. Los resultados obtenidos en la prueba de resistencia term ica del semen

congelado-descongelado con los diferentes diluyentes se muestran en el cuadro 14 y

figura6 .

Se observa que los mejores resultados de motilidad se dieron en los liempos 2,

3 y 4 (15. 30 y 45 minutos) de termorresistencia para los diferenles lratamientos,

decayendo gradualmente en los tiempos 5, 6, 7, 8 y 9 (del minuto 60 aI120 ).

Para la variable motilidad en el semen somelido a la prueba de

termorresistencia se enconlr6 diferencia estadistica significativa (P < 0.01) entre los

tratamientos, los resultados mas alIos se presenlaron en los diluyentes Thilmant,

Westendorf modificado y Trealosa con glicerol en cada uno de los tiempos

considerados, no encontrandose diferencias entre estes Ires lralam ienlos. Mienlras

que el resultado mas bajo se obtuvo en el diluyente a base de Trealosa sin glicerol

para cada uno de los tiempos considerados.
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Cuadra 14. Medias y desviaciones estandar para la termorres istenc ia evaluada
en el semen descongelado con los diferentes diluyentes en nueve
tiempos (de uno a 120 minutos , con intervalo de 15 minutos ).

D.E. - DesvlacI6n estandar
a,b , Lijerales diferenles en las columnas indican diferenciasesladIsticas enlre medias(P < 0.01)

I if';;
Diluyentell 1 2 3 4 5

1.. 6,~.:~~~ It;;;'8,! ,IMt,I
Thilmant 23.50a 43.50a 44.50a 43.50a 39.50a 37.00a 33.50a 27.00a 22.00a

D.E. 5.79 7.47 8.31 7.47 6.43 7.52 4.74 5.37 4.83

Westendorf 22.50a 41.00a 43.00a 39.50a 37.00a 32.50a 30.50a 27.50a 23.ooa
modificada 5.40 6.99 8.23 9.56 10.59 8.24 7.97 8.89 7.52

D.E.
Trealosa 17.50a 39.50a 37.50a 35.50a 33.50a 29.50a 26.50a 22.50a 20.00a

cong/ ieerol 8.57 8.31 5.40 4.37 4.11 3.68 4.74 5.40 6.66
D.E.

Trealosa 8.00b 19.00b 18.50b 17.00b 15.00b 11.50b 8.50b 7.50b 5.50b
singl ieerol 3.49 7.74 8.18 8.56 8.81 7.47 6.25 6.34 4.37

D.E.

50 .---.--.--,--.---r
45
40
35
30
25
20
15
10 rI
5
O+---+--/---t---I- +---+---+---t---\

.....--Thilmant 23.5043 .5044 .5043 .5039 .503 7.003 3.502 7.00 22.00

- - - Westendorf modificada 22.50 41.0043 .0039 .503 7.00 32.50 30.50 27.50 23.00

-+-Trealosa conglicerol 17.50 39.50 37.50 35.5033.50 29.50 26.5022.502 0.00

- e- Trealosasin licerol 6.00 19.0018 .5017 .0015 .001 1.50 6.50 7.50 5.50

Tlempo detennoreslstencla

Figura 6. Med ias para la termorresistencia eva luada en el seme n descongelado
con los diferentes dilu yentes en nueve tiempos (de uno a 120 minutos ,
con interval ode 15 entre unayotra).
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Los resultados de la presente investigaci6n son ligeramente inferiores a los que

reportaron Cerolini et al., (2001), cuando evaluaron la motilidad de eyaculados de 19

sementales, y las clasificaron en tres clases: alta, media y baja, segun sus resultados

despues de la descongelaci6n, y reportaron poreentajes de molilidad de 44.6, 42.1 Y

27.7, para las clases alta, media y baja, despues de una hora de descongelado e

incubado el semen a 370C, respectivamente. Posleriormente, a las cuatro horas de

incubado el semen, reportan porcentajes de motilidad de 37.1, 37.6 y 22.5 Y despues

de 6 horas obtuvieron motilidades de 35.5, 30.9 Y 19.0%, para las clases alta, media y

baja, respectivamente, los resultados que reportan a las 4 y 6 horas de incubaci6n, son

similares a los obtenidos en la presente investigaci6n.

Los resultados obtenidos en los diluyentes Thilmant, Westendorf modificado y

Trealosa con glieerol, son similares a los que reportaron Tirapicos et al., (2000),

quienes compararon dos metodos de congelaci6n de semen porcino (pellets vs maxi­

pajillas) y evaluaron el poreentaje de motilidad espermatica a los 15, 30, 45 Y 60

minutos despues de descongelado el semen a 420C durante 40 segundos e incubado

a 370C (termorresistencia). Los mejores resultados los obtuvieron con el metodo de

maxi-pajillas, encontrando diferencias altamenle significativas (P < 0.001), Yreportaron

valores medios de 27,37,35 y 29% para motilidad espermatica a los 15, 30,45 Y 60

minutos despues de descongelado, diluido e incubado el semen a 37°C,

respectivamente.

En el cuadro 15, considerando las covarianzas de las correlaciones por medio

de regresi6n, se calcularon ecuaciones para poder predecir la motilidad, considerando

el tiempo de termorresistencia. Como se observ6 en la figura 6, despues delliempo 4,

hay una calda de la motilidad que de acuerdo a la regresi6n fue cuadratica. Sin

embargo, el tiempo de maxima motilidad en los tratamientos mas significativos pudiera

ser suficiente para realizar la aplicaci6n del semen dentro de una misma granja.
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Cuadro 15. Ecuaciones de redicci6n de la motilidad de acuerdo al tiem o.

Thilmant Y:21 .75+9.58x-1 .10x'! R2 : O.78

Westendorf
modificada Y:22.98+7.47x-0.86x'! R2 : O.67

Trealosacon
glicerol Y: 18.93 + 7.54x-0.87x'! R2 : O.62

Trealosasin
glicerol Y: 9.44 + 3.56x -0.47x'! R2 : O.70

Y. Motiildad, X. tiempo de tncubacion intervelo de 15 mlnulos.

Todas las ecuaciones de predicci6n son moderadamente predictivas ya que las

R2 estan alrededor de 70, y son de tipo exponencial de acuerdo al tiempo. Por 10que

podemos predecir la motilidad.
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V. CONCLUSIONES

1. AI comparar los diferentes tratamientos empleados para la eriopreservaci6n de

semen porcino, se encontr6 diferencias significativas (P < 0.01) entre

tratamientos, manifestfmdose los mejores resultados en Thilmant, Westendorf

modificado y Trealosa con glieerol, no existiendo diferencias entre estos.

2. En la evaluaci6n de la calidad del semen fresco y el semen congelado­

descongelado, existieron diferencias altamente significativas (P < 0.01) para las

variables motilidad, espermatozoides vivos y espermatozoides vivos con

acrosoma integro; no asl, para la variable espermatozoides normales, donde no

hubodiferenciaestadistica .

3. Para las variables motilidad, espermatozoides vivos y espermatozoides vivos con

acrosoma integro en el semen deseongelado, los mejores resultados los

ofrecieron los tratamientos Thilmant, Westendorf modifieado y Trealosa con

glieerol, no encontrandose diferencias estadisticas (P < 0.01) entre estes,

mientras que los valores mas bajos para estas variables, fueron para el diluyente

Trealosa sin glieerol.

4. En 10que respecta a la variable espermatozoides normales, no se encontraron

diferencias significativas (P > 0.01) entre los euatro diferentes tratamientos

utilizados para la criopreservaei6n del semen porcino de este estudio.

5. Para los tratamientos Thilmant y Trealosa sin glieerol se encontraron

correlaciones positivas significativas (P < 0.01) entre las variables motilidad y

espermatozoides vivos; motilidad y espermatozoides vivos con aerosoma integro,

asi tambien con espermatozoides vivos y espermatozoides vivos con acrosoma

integro.
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6. Para el diluyente Westendorf modificado hubo correlaciones significativas (P <

0.01) entre las variables motilidad y esperrnatozoides vivos; motilidad y

esperrnatozoides normales; motilidad y esperrnatozoides vivos con acrosoma

integro; asl tarnbien, esperrnatozoides vivos con esperrnatozoides norrnales y

esperrnatozoidesvivosconesperrnatozoidesvivosconacrosoma integro.

7. En 10que respecta al diluyente Trealosa con glicerol, se hallaron correlaciones

positivas significativas (P < 0.01) entre todas las variables analizadas.

8. Para la terrnorresistencia del semen congelado-descongelado en los diterentes

diluyentes, se encontraron diferencias significativas (P < 0.01) obteniendose los

mejores valores en los diluyentes Thilmant. Westendorf modificado y Trealosa

con glicerol en cada uno de los tiempos de terrnorresistencia evaluados. Mientras

que el valor mas bajo se dio en el diluyente Trealosa sin glicerol para cada uno

delostiempos.

9. Finalmente, se puede concluir que si se atecta la calidad espermatica y la

sobrevivencia del semen porcino criopreservado en diluyentes que difieren en su

composici6n. Con respecto a los resultados obtenidos en esta investigaci6n, se

observ6 que los diluyentes que contienen glicerol (crioprotector permeable)

presentsn los mejores valores de calidad espermatica, por 10que se recomienda

el uso de estos diluyentes para la criopreservaci6n de semen porcino.

IMIVIRSIOAOAUIONDMAOI IlATARIi•SISTEMAO£818UOTECAS
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