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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue comparar diferentes diluyentes para la
criopreservacion de semen porcino evaluando su calidad espermatica y
termomesistencia. Se evalu6 la motilidad, espermatozoides vivos/muertos,
espermatozoides normales/anormales e integridad acrosomal en el semen fresco y
descongelado. Para determinar la termorresistencia se evalu la motilidad del semen
congelado en los diferentes diluyentes. EI estudio se realizo en el laboratorio de
Biotecnologia de Reproduccion Animal de la Unidad Académica de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Auténoma de Nayarit. La extraccion del
semen se realizo de un semental Pietrain-Yorkshire de 2.5 aios de edad, Ia frecuencia
de ordefia del semental fue semanal, las extracciones se realizaron durante los meses
de marzo a diciembre de 2007. Para el congelamiento del semen, se emplearon cualro
tratamientos (diluyentes) (T1: Thilmant, T2: Westendorf modificado, T3; Trealosa con
glicerol y T4: Trealosa sin glicerol), cada uno se subdividio en dos fracciones; A
(diluyente de refrigeracion) y B (diluyente de congelacion). EI semen fue envasado en
pajillas de 0.5mL. Después de 15 dias de su congelacion, el semen fue descongelado
en un bafio Maria a una temperatura de 56°C durante 12 segundos. Se evaluaron 10
eyaculados del mismo semental, evaluandose 10 pajillas de cada eyaculado en cada
tratamiento, quedando distribuidas bajo un disefio en bloques al azar, considerando a
cada eyaculado como bloque anidado en cada tratamiento. Para las variables de
calidad espermética se realizo analisis de varianza bajo un modelo de bloques
dnidados en cada iento. Para evaluar la ia, se realizo analisis 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. Al
comparar los valores globales del semen fresco con los del semen descongelado, se
hall diferencia significativa (P<0.01) para las variables motilidad, espermatozoides
vivos y espermatozoides vivos con acrosoma integro, para espermatozoides normales
no se encontr6 diferencia. Para las variables motilidad, espermatozoides vivos y
espermatozoides vivos con acrosoma integro en el semen descongelado se encontrd
diferencia estadistica significativa (P<0.01) 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



Trealosa sin glicerol. Para la variable espermatozoides normales no se enconird
diferencia estadistica. En la prueba de resistencia témica del semen
congelado/descongelado con los diferentes diluyentes, se observd que los mejores
resultados de motilidad se dieron en los tiempos 15, 30 y 45 minutos, decayendo
gradualmente del minuto 60 al 120. Para motiidad en la prueba de termorresistencia
se encontr6 diferencia estadistica significativa (P<0.01) entre los tratamientos, los
resultados més altos se presentaron en los diluyentes Thilmant, Westendorf
modificado y Trealosa con glicerol en cada uno de los tiempos considerados, no

entre estos tres i Mientras que el resultado mas
bajo se obtuvo en el diluyente Trealosa sin glicerol. En conclusion, si se afecta la
calidad yla jvencia del semen porcino criopr en diluyentes

que difieren en su composicion. Se observé que los diluyentes que contienen glicerol
(crioprotector permeable) presentan los mejores valores de calidad espermatica, por lo
que se recomienda el uso de estos diluyentes para la criopreservacion 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 Académica 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 block model, considering each
ejaculation as a nested block model for each treatment. The nested block model and
an ANOVA analysis were carried out to compare sperm quality lraits 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
métility, 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, 30 and 45 minutes, gradually decreasing from 60 to 120 minutes. 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



cryopreserved semen with different composition extenders are affected. Glycerol based
extenders (permeable cryoprotector) showed the best sperm quality values, thus the

use of these extenders is for swine semen cryop
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L INTRODUCCION

La criopreservacion espermatica es una técnica que se ha desarrollado, sobre
todo, para satisfacer dos necesidades fundamentales. En primer lugar, la conservacién
de material genético valioso por tiempo indefinido, aplicacion con la que contribuye de
manera importante a a conservacion de razas o especies animales en peligro de
extincion. En segundo lugar, el desarrollo de la Inseminacion Arificial (IA), lo que
representa, quizas, su aplicacion por excelencia, y en la que se le utiiza como un
instrumento de mejora genética (Bwanga, 1990; Cordova et al., 2000).

La conservacion de material biolégico mediante la congelacion tiene una gran
cantidad de aplicaciones en las distintas disciplinas de las Ciencias Biolbgicas, puesto
que el material puede ser almacenado por mucho tiempo sin modificar sus
caracteristicas originales (Hafez, 1997).

El uso de semen congelado puede hoy en dia aportar ciertas ventajas sobre el
semen refrigerado, como son el transporte a largas distancias o la conservacion
durante un tiempo muy prolongado (afios) con resultados productivos que
progresivamente mejoran y se acercan a los obtenidos con semen refrigerado (Gadea,
2004).

El semen porcino a diferencia de ofras especies, se caracteriza por ser
producido en grandes volumenes y por ser muy sensible al enfriado posterior a la
coleccion. Por lo que se han desarrollado diversos protocolos para la congelacion del
semen, que han incluido el estudio de distintas combinaciones de diluyentes,
crioprotectores, tasas de enfriado, condiciones del proceso de congelacion y

ademds la sin embargo a pesar de estos

esfuerzos, no ha sido posible abatir la baja ferliidad caracteristica del semen
descongelado, causada por una combinacién de efectos en Ia fisiologla y morfologia
de los espermatozoides durante el pioceso de congelacion-descongelacion (Medrano y
Holt, 1998).



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 través de una encuesta intemacional: bajos niveles de
fertilidad en comparacién con el semen fresco; variaciones en la calidad del
congelamiento entre los machos; procesos demasiado caros; y uso de altas
concentraciones espermaticas por dosis (Wevar et al., 1997).

Los estudios actuales para mejorar los resultados con semen congelado tienen
como objetivo optimizar los procesos de congelacién de los espermatozoides y
garantizar el nimero suficiente de estos con capacidad fecundante al momento de la
ovulacién. Aunque los estudios y modificaciones mas recientes en la técnica y
aplicacion de semen congelado han mejorado significativamente los resultados de
fertiidad y prolificidad, las investigaciones deben continuar con el fin de minimizar los

dafios de la sobre la célula ica, asi como encontrar nuevos
métodos para valorar la viabilidad y capacidad fecundante del semen descongelado
(Pallas y De Alba, 2003).

En el presente ftrabajo, se pretende obtener un diluyente para la
criopreservacién de semen porcino, que proporcione un efecto benéfico en la calidad
espematica después del proceso de congelacién/descongelacién. En la actualidad, no
existen diluyentes, técnicas estandarizadas o un protocolo especifico para congelar
semen porcino, ya que algunos investigadores reportan ciertas ventajas de unas
técnicas o diluyentes respecto a otros, razén por la que se pretende estandarizar,
adoptar una técnica y un diluyente para la congelacién/descongelacion de semen de
verracos, para emplearla en programas de mejoramiento genético en el estado de
Nayarit. Por (itimo, para el caso de criopreservacién del semen porcino, existe poca
informacién sobre la utilizacién de azucar trealosa en el diluyente de semen porcino,
mientras que en otras especies, como los fumiantes y caninos se han reportado
resultados positivos con la utilizacién de dicho azucar.



14,

Hipétesis

Al haber diferencias en la composicion de los diluyentes para la
criopreservacién de semen porcino, se afecta la calidad espermatica y su
sobrevivencia.

Objetivo general

Comparar diferentes diluyentes para la criopreservacion de semen porcino
su calidad ica y i

Objetivos especificos

. Comparar la calidad espermética del semen porcino criopreservado con

diferentes diluyentes evaluando la motilidad, relacién de espermatozoides
vivos/muertos y normales/anormales e integridad acrosomal.

. Determinar el coeficiente de correlacion entre las variables analizadas en cada

uno de los tratamientos.

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

descongelado en los diferentes diluyentes.
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2.1. Historia de la congelacion de semen

EI primer reporte de criopreservacion de semen, fue realizado por Spallanzani
en el ao de 1776, quien observo que cuando los espermatozoides de humano,
garafion y rana eran enfriados en nieve por hasta 30 minutos se volvian inactivos pero
podian ser reactivados; la reduccién de la temperatura fue empleada para deprimir la
actividad metabolica y prolongar la vida activa del espermatozoide. Un siglo después,
Mantegazza (1866), observé que el espermatozoide de humano sobrevivi en semen
congelado a -17°C, éste fue uno de los primeros reportes de recuperacion de células
de mamifero después de haber sido expuestas a bajas temperaturas en un punto de
congelacién (citado por Bwanga, 1991).

La primera vez que se realizé con éxito la congelacion de material seminal fue
en 1949 cuando Polge et al, demostraron el poder crioprotector del glicerol. Estos
investigadores lograron recuperar espermatozoides de varias especies después de
congelarlos en solucién con este agente crioprotector. El gran descubrimiento de la
accién crioprotectora del glicerol abrié una era exitosa en la criopreservacin no solo
de gametos de varias especies, sino también de ofras células y tejidos. Los reportes
de fertilidad con de toro a un intenso

desarrollo en la siguiente década de métodos de criopreservacion que pudieran ser
aplicados en programas de inseminacién. Stewart (1951) guié un intenso desarrollo de
métodos de criopreservacion que pudieran ser aplicables para los propésitos en
practica de inseminacion. Ademas los esfuerzos de investigacion aspiraban al
desarrollo de un método de congelacién de semen porcino. Las pruebas de fertiidad
fueron llevadas a cabo con de cerdo,

pero con resultados desalentadores. Sin embargo, fueron obtenidas esporadicas
prefieces, aunque por regla general la fertiidad fue muy baja. La viabilidad del

gelad de cerdo fue reportada por Polge (1956),
Hoffman (1859), Hess et al. (1960), Dukelow y Graham (1962), Barder (1964) y



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

En la especie porcina la aplicacion inicial de las técnicas de congelacion
espermética no proporciond el éxito esperado, y no es hasta 20 afios después, 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 intervencién
quiriirgica (laparatomia) (Polge et a., 1970). En estos trabajos est4 implicado el mismo
Polge, junto con Salomon e lan Wilmut (que posteriommente se haria mundialmente
famoso como creador de la oveja clénica, Dolly). Un affo después, en diferentes
laboratorios se obtienen las primeras camadas con inseminacion cervical mediante el
uso de catéteres de inseminacion. Durante la década de los 90's se mejoraron las
condiciones del proceso de congelacién con el estudio de nuevos envases, curvas de
congelacién y descongelacién. En esta misma década se realizaron importantes
estudios sobre las bases de crioconservacion y las particularidades del proceso en la
especie porcina, donde destacan los trabajos de los britanicos Watson y Holt ~ (Citado
por Gadea, 2004).

Sin embargo, en los dltimos afios se ha realizado un gran esfuerzo para mejorar
Ia fertilidad del semen congelado en IA, obteniéndose resultados a nivel comercial muy
prometedores (Thilmant 1998; Gadea o al,, 2001; Ericksson et al, 2002; Ruiz et al.,
2002; Sellés ef al., 2003); quienes han reportado tasas de pariciones por encima del
70%y en otros estudios, incluso por encima del 80% (De Midyn, 1897)

2.2. Efectos de la cri i6n sobre los i de cerdo

La viabilidad de los espermatozaides congeiados de cerdo es mas baja en

con los ides de toro, bomego y macho cabrio;

por la de los ides de cerdo al
choque por frio (Bwanga, 1990).



Sin embargo, ain a pesar de que la alta sensibilidad de los espermatozoides del
cerdo al enfriamiento representa un problema cientifico y practico a resolver, como
limitante del uso de la técnica, 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 et al., 1998).

La explicacién a esta especial sensibilidad del espermatozoide porcino en
comparaci6n a la de otras especies estd en la respuesta de la membrana plasmatica,
esto a consecuencia de su composicién lipidica (alto contenido en &cidos grasos
poliinsaturados y poca presencia de colesterol). Con el enfriamiento los fosfolipidos y
glucolipidos de la membrana celular se van gelificando a diferente ritmo quedando
excluidas las proteinas integrales de la membrana en lo que se denomina separacién
lateral de fases. Esto provoca un aumento de la permeabilidad de la membrana y
alteraciones de los sistemas de transporte de iones y moléculas. El resultado de estos
fenémenos es diferente segin las i de iamie y i6n a las
que se sometan las células (Bwanga, 1991; Castafieda et al., 1996; Saiz, 2003).

Si la velocidad de congelacién 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 formacién de cristales de
hielo empieza en el exterior celular produciendo la salida de agua del interior de la
célufa en un intento de compensar el aumento de pH y de la osmolaridad en el medio
extracelular. Esta deshidratacion celular también provoca dafio y niveles bajos de
supervivencia celular. Existe pues, una velocidad éptima de enfriamiento con la que los
dafios celulares se minimizan. Ocurre lo mismo para el caso de la temperatura de
-descongelacién, la cuél depende también del envase y método de congelacion
utilizado (Martin et al., 1996; Echegaray, 2000; Saiz, 2003).

Las iones de Ia cri ion en el ide son: rotura y/o

de la ica y acrosoma, liberacién de un alto porcentaje




de enzimas, aumento intracelular de iones (Ca y Na), salida de iones intracelulares
(Mg y K), dismi de la de ATP, del y
supercondensacion de la cromatina nuclear (Leeuw et al,, 1991; Cérdova, 1994; De
Saiz, 2003).

El conjunto de todos estos cambios supone !a supervivencia de un 50 ~ 60% de
la poblacién original de Ios cuales se

veran més o menos afectados en: pérdida de motilidad, a consecuencia de los faflos
en los mecanismos de transporte activo y pemeabiidad de la membrana y la
disminucién del nimero de moléculas de ATP disponibles; capacitacion espermatica,
como consecuencia de todos los procesos descritos y que supone una capacidad
fecundante mas limitada en el tiempo; y. dafios 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 lo que al momento de la inseminacion y de la ovulacién
deben de ir atamente sincronizados (Castafieda et al, 1996; Petzoldt, 1996;
Echegaray, 2000; Séiz. 2003).

2.3, Métodos de conservacién y descongelacién de semen porcino

La conservacién del semen porcino puede realizarse de tres formas: fresco,
refrigerado y congelado. EI semen fresco se obtiene y seutiiza en la misma

puede a ambiente y aplicarse en las dos o tres
horas préximas. EI semen refrigerado, es el que se conserva por periodos de dos a
siete dias, al cual se le afiade un medio que equilibre la accion de las sustancias que
contiene el plasma seminal. EI semen refrigerado se puede conservar a dos

5%C y 15°C, la de més utilizada
es la de 15°C. El semen conservado a 5°C, necesita la adicion de sustancias

crioprotectoras, siendo la més utiizada la yema de huevo yio leche; ademas el
descenso de la temperatura hasta los 5°C se efectia de manera gradual para evitar el
choque térmico (Johnson ef al., 2000).



La conservacion dei semen a 15°C es la mas utilizada en todo el mundo, tanto
por los pequefios y grandes productores, ya que han encontrado en este
procedimiento una mayor confiabilidad y eficiencia para realizar la transferencia
genética (Johnson et al,, 2000).

Si bien se han descrito varios métodos para la congelacién de semen de
verraco, s6lo dos se han utilizado y se siguen utilizando (con modificaciones) a nivel
“comercial”;

1. “Método Beltsville de congelacién en pastillas (Pursel y Johnson, 1975).
2. "Método Hiilsenberg” de 6n en pajilias etal, 1975).

Ambas técnicas se han disefiado para minimizar las consecuencias negatvas
derivadas del proceso de i6n y aumentar la resi del

Asi en ambas técnicas se realiza una etapa previa de enfriamiento y estabilizacién y
ofra posterior de congelacién propiamente dicha (Bwanga, 1991; Saiz, 2003).

La etapa de enfriamiento (hasta que el semen alcance los 5°C) 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 15°C y se mantiene por determinado
nempo a esta temperatura y tiempo se ha demostrado que el espermatozoide va

frente al iento. La duracién de este periodo es diferente

segin los protocolos. Una vez efectuada esta fase se pasa a eliminar el plasma
seminal mediante centrifugacién a fin de reducir el volumen a congelar y minimizar el
efecto negativo del descenso térmico. La fuerza y el tiempo de centrifugacion 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
centrifugacién en un primer medio con crioprotectores para descender la temperatura
hasta 5°C, tras lo que se le agrega glicerol en cantidades menores al 3%, ya que se ha



demostrado que cantidades mayores puede ocasionar dafios en el acrosoma del
espermatozoide (Séiz, 2003).

La icion de los medios cri de dilucién es diferente segan el

protocalo de congelacion utilizado; finalmente se envasa y se congela. La velocidad de
congelacion varfa, asimismo segin el envase y el método empleado. Los mejores
resultados se han obtenido con descensos de temperatura de entre 10 y 80°C por
minuto (Cérdova, 1994; Saiz, 2003).

2.3.1. Envases

Son varios los tipos de envases para congelacion que se utiizan en la
actualidad y cada uno presenta ventajas e inconvenientes:

Pildoras: la relacion volumen/superficie facilta una mejor distribucién de la
temperatura pero su limitado volumen y concentracién supone la utilizacién de un
ndmero considerable de ellas para reconstituir una dosis con un namero suficiente de
eespermatozoides para poder ser utilizados en una IA.

Maxi-pajillas: s6lo se necesitan una o dos de ellas para reconstituir una dosis normal,
pero su disefio ico no facilita la i6n de la y ello supone

que las zonas periféricas del envase se ven sometidas a un tiempo més prolongado de

a extremas de y

Mini-pajillas: buena transmision de la temperatura del eterior al Interior pero su
pequerio volumen dificulta la reconstitucién de una dosis entera para su uso en 1A,

Bolsas planas: confienen una dosis entera y su geomelia facilta la rapida y
¥y Presenta para st

almacenamiento en los tangues de nitrégeno liquido (Cordova, 1994; Toretta et af,
1996; Saiz, 2003)



2.3.2. Medios de descongelacion

En el proceso de criopreservacion de semen de verraco, la descongelacion
parece ser el paso mas critico para los espermatozoides. En estudios que se han
realizado, se menciona que es mejor descongelar directamente en una solucién que
en un recipiente seco, por o tanto se han propuesto algunas soluciones, las cuales se
han clasificado en dos categorias:

1) En la primera categorla se las sol con

proteinas, entre las que se encuentra el plasma seminal, su eficacia ha sido
contradictoria, por lo que su utiizacién ha sido desechada.

2) La segunda categoria esta por las sol salinas,

las principales que se conocen son: solucion descongelante BTS (Beltsville
Thawing Solution), OLEP (plasma seminal porcino sintético), INRA-ITP y el medio
Hulsenberg, las tres primeras son isoténicas, sin embargo los mejores resultados.
se obtienen en icas. Estas difieren de los diluyentes

para la congelacion por su contenido de numerosos electrolitos (Paquignon, 1985;
Sztein ef al,, 1997),

La presion osmética de estas soluciones debe estar entre 330 y 450 mOsm/kg.
Las soluciones INRA-ITP y BTS pueden utilizarse con alguna diferencia cuando se
valora la motilidad o el nimero de vulos fecundados, sin embargo, al valorar la

durante la tasa de gestacion y supervivencia de
embriones, Ia solucién descongelante mas adecuada es la INRA-ITP (Paquignon,
1985).

2.3.3. Velocidad de descongelacién

El 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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descongelacion es tan importante tanto como la de enfriamiento y congelacién para la
supervivencia de los espermatozoides, de tal manera que la curva y el tiempo de

durante la i6n son factores que afectan la supervivencia
espermatica (Mazur, 1985; Fiser, 1991).

Al respecto se han investigado diferentes temperaturas y tiempos de
descongelacién que oscilan entre 0 a 80°C durante 10 segundos a un minuto. Los
mejores resultados que se han obtenido de motiidad espermatica después de la
descongelacién son a una temperatura de 52°C durante 40 segundos, para semen
congelado en pajilas plésticas de 0.5mL (Pursel y Park, 1985). Pocos estudios han

la eficacia de las soluci Aunque en 1976, Pursel y
Johnson compararon el medio Halsenberg, el plasma seminal, la leche desnatada y el
BTS; encontrando que el BTS ofreci6 mejores resultados en cuanto al numero de
acrosomas normales y a la motilidad espermatica. Sin embargo, existen estudios que
que la solucién INRA-ITP es mejor que el BTS en términos
de la sup: de los ides durante Ia i tasa de prefiez y

viabilidad embrionaria (Paquignon, 1985).

2.4.  Funcién do los diluyentes en la preservacién de semen porcino

Para llevar a cabo su mision, el diluyente debe aportar los nutrientes necesarios
para el imig ico de la célula G la proteccién

frenté al shock térmico por frio [BSA (albumina sérica bovina)}, controlar el pH del
medio [Bicarbonato, TRIS (hidroximetil metil amina), HEPES (4cido 4-(2- hidroxietil)-1-
piperazina etanosulfénico), la presion osmética (sales NaCL, KCI) y la inhibicién del
desarrollo microbiano (antibicticos) (Gadea et al., 2003).

Nutrientes: El espermatozoide tiene capacidad de producir la energia necesaria para
mantener su metabolismo celular y generar el movimiento del flagelo, principalmente a
través de las vias glicoliticas. Estos procesos se desarrollan en las mitocondrias
localizadas en la porcién intermedia del espermatozoide. La fuente de energia més



utilizada en la de los diluyentes es la glucosa, aunque se
han usado otros como la galactosa, fructosa, ribosa o trealosa, sin que los resultados
hayan superado a la glucosa (Gadea et al,, 2003).

Azicares: Los azicares més comunes que se agregan a los diluyentes, son la
fructuosa y Ia glucosa, siendo generaimente esta ultima la mas utilizada. La inclusion
de azicares en los diluyentes para semen puede desempedar diferentes funciones. Se
emplean como fuente de energia, ya que las células esperméticas la requieren para su
motiidad y y aunque los ides presentan

propio, Io que se intenta es proteger sus reservas intracelulares. Ademas, contribuyen
a la osmolaridad del diluyente, ejerciendo una fuerza osmética sobre la membrana
celular del esperma, dependiendo de su permeabilidad (Watson, 1990). Otro aziicar
usado es la trealosa, un disacarido que estd presente en la naturaleza en altas

en algunos i i tolerantes al frio (nematodos

que habitan el suelo y levaduras). Por lo tanto, la trealosa puede jugar un papel
importante como protector de los espermatozoides contra el frio (Rudolph y Crowe,
1985; citados por Revell y Glossop, 1989).

Regulacién del pH: EI pH del semen recién eyaculado se encuentra proximo a 7.4 +
0.2, al igual que otros fluidos organicos, y cuando se reduce este pH al mismo tiempo

se reduce el del ide y su motiidad. El
metabolismo glicolitico que desarrolla el espermatozoide (carbohidrato principal es
glucasa) hace que el pH disminuya y el celular quede

reducido. El 4cido lactico es el principal metabolito de este proceso y ha sido utilizado
como indice de calidad seminal (Rigau et al., 1996).

La adicién de agentes tamponadores ayudan, por tanto, a controlar el pH del
medio. Entre los tamponadores m4s simples se encuentran el bicarbonato y el citrato
(s6dico) que presentan una capacidad de tamponar limitada, mientras que otros
tamponadores més complejos [TES (acido 2((tris (hidroximeti) meti] amina)
etanosulfénico), HEPES, MOPS (4cido 3- [N- morpholino] propanosulfonico), TRIS)
pueden regular el pH en un rango mas amplio y no son dependientes de la

12



temperatura (MOPS y HEPES). EI pH de los diluyentes normalmente utiizados oscila
entre 6.8y 7.2, pero se debe de considerar que el pH de estos medios no se estabiliza
hasta pasado unos 60-90 minutos del inicio de la dilucién en agua y que los distintos
diluyentes presentan un diferente patrén de cambio de su pH a lo largo del tiempo. Por
1o que se han de tomar las medidas oportunas en el proceso de preparacion de los
diluyentes antes de su uso, para evitar problemas en el proceso de conservacion
(Newth y Levis, 1999).

Presién osmética: El espermatozoide porcino presenta una presion osmética de 290-
300mOsm, y es capaz de tolerar un rango de presiones osméticas bastante amplio
(240-380mOsm). Diversos estudios han evaluado la tolerancia a diversas presiones
osméticas, llegando a la conclusion que ni la motiidad ni la viabilidad espermatica se
ve afectada por la presion osmética en rangos comprendidos entre 250 y 200mOsm
(Fraser et al, 2001), mientras que cuando se reduce por debajo de 200mOsm se
detecta una reduccién significativa de la motiidad (Gilmore et al., 1996; Fraser ef al,
2001).

Aminoécidos: A algunos diluyentes producidos con base en subproductos lacteos, se
les ha agregado la cisteina, para obviar la necesidad de hervir la leche e inactivar un
factor t6xico, la lactenina. Sin embargo este aminoacido se ha incorporado atn en
ausencia de leche, sin justificacion aparente. Quizé su incorporacién se deba al hecho
de que es un elemento abundante en las protaminas (proteinas basicas), las cuales
proparcionan un grado de condensacién estable de la cromatina, parametro valioso en
la ica y el desarrollo (Watson, 1995)

Agentes antimicrobianos: Debido a tantos agentes patégenos exsgenos, asi como a
la microflora propia del diverticulo prepucial, uretra y pene pueden afectar
negativamente Ia fertilidad del semen, es necesaria la inclusién de antibiéticos en los
diluyentes. La flora bacteriana produce toxinas, y éstas a su vez, putrefaccién de los
componentes de origen biolégico del diluyente. Algunos de los antibiéticos mas

utilizados son; penicilina, ¥

polimixina B. También se han incluido modernos antibiéticos como la amikacina y la
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dibekacina, este liltimo se ha sefialado como de mayor efectividad en la inhibicion del
crecimiento bacteriano, sin afectar la motilidad y morfologia acrosomal. Recientemente
se ha admitido que el ceftiofur sédico ademas de suprimir el crecimiento bacteriano, no
posee efectos espermicidas (Gadea et al, 2003).

Otros compuestos y aditivos: Muchos de los diluyentes contienen agentes
protectores como el EDTA (4cido etilendiamino tetra acético). Este compuesto
desemperia un papel quelante para iones-divalentes, limitando ef movimiento a través
de la membrana plasmatica, lo cual ocurre con Ia dilucion y el enfriamiento. EI EDTA,
también protege contra la enzima amino4cido-oxidasa liberada por los

muertos. se ha que puede estimular y
mantener una mayor motilidad del eyaculado o de espermatozoides porcinos lavados
(Watson, 1995). Otros aditivos en los diluyentes para la criopreservacion de semen
son el Orvus Es Paste (OEP) y/o el Equex STM, que son detergentes sintéticos.

En 1971, Graham et al, utilizaron sustancias tenso activas en ensayos de
criopreservacion de semen porcino. Entre 78 compuestos ensayados, Ia adicion al
diluyente de un detergente comercial (OEP) demostré tener un efecto favorable sobre
a integridad de los acrosomas en presencia de la yema de huevo. Poco después, este
efecto favorable fue corroborado por Graham y Crabo (1972) y Pursel et al, (1978),
quienes observaron que su efecto sobre la motilidad espermética e integridad de

se con la i6n de yema de huevo en el diluyente de

cangélacién. El efecto de algunos surfactantes o tensidos sobre las membranas de las
células espermaticas aparece ligado a la del diluyente, a

ta presencia de lecitina aportada por la yema de huevo. Mann (1964), describe que Na
dodecil-sulfato (SDS) componente del tensido, causa la completa inhibicion de la
fructolisis y abolicion de la motiidad el semen ovino en concentraciones de 0.0015M
(0.043% piv). En semen porcino, Pursel et al, (1978) observaron un efecto protector
del OEP al 1-1.5% en diluyente Beltsville F5 (BF5) con 20% de yema de huevo (citado
por Hellemann y Jara, 1997).



Yema de huevo: Un importante componente de los medios de refrigeracion y
congelacién para la criopreservacion de semen de diversas especies, incluyendo el
cerdo, es la yema de huevo de ave (gallina). Las propiedades protectoras de la yema
de huevo sobre los durante la fueron por

primera vez por Phillips (1939). Posteriormente, se encontré que la yema tenia al
menos dos factores activos; protege contra el dafio al enfriamiento y ayuda
manteniendo la viabilidad (citado por, Bathgate ef al., 2006).

Las lipoproteinas de baja densidad (LDLs) contenidas en la yema de huevo
fueron definidas como ingredientes activos. La adicion de LDLs de otras fuentes
fracasé por producir la misma proteccién que la yema de huevo. Esto fue
probablemente porque las LDLs de la yema de huevo contiene otros componentes,
proteinas particularmente que trabajan en conjunto para proporcionar proteccion a los
espermatozoides (Watson, 1981). La yema de huevo de gallina ha sido utilizada

convencionalmente en medios de criop de semen, por su
amplia disponibilidad (Bathgate et al., 2006)

Crioprotectores: Los que se conocen en la actualidad han sido divididos en dos
grupos: los que penetran a fa célula y los que actian desde el exterior, o bien,
permeables y no permeables. En el primer grupo, se encuentran el glicerol, el
dimetilsulfoxido (DMSO), eritreitol, adonitol y acetamida. En el segundo, se encuentran
varios aziicares como la glucosa, la fructosa, la sacarosa, la lactosa y la
polivinilpirrolidona; sélo los del primer grupo han sido utilizados como verdaderos
crioprotectores en una gran variedad de células y tejidos. Ain cuando la concentracién
6ptima de glicerol no ha sido establecida es de todos los crioprotectores antes
mencionados el que més 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 congelacién han dado buenos resultados. En la mayoria de
los protocolos de congelacién de semen el glicerol es anadido a 5°C, ya que cuando
es adicionado a esta temperatura mejora la motilidad, integridad del acrosoma y de la
membrana plasmatica (Cérdova, 1994).



Agua: Aunque el agua consiluye el mayor elemento de un diuyente ha tendo poca

no se lirit las pautas de su
calidad; sin embargo se ha encontrado que al comparar el uso de diversas fuentes de
ésta, el agua con un pre-tratamiento por medio de un sistema de ¢smosis inversa,
produjo los més altos indices de motilidad en espermatozoides de hamster (Flowers y
Esbenshade, 1993).

En general, en los Estados Unidos de América, la calidad de agua se clasifica
en tres clases: tipo |, que es de la mas alta pureza y se obtiene por una combinacion
de desionizacién, destilacion, fitracién y 6smosis inversa; tipo Il es producida por
doble destilacién y tipo lll, que se elabora por simple destilacion. En un estudio
realizado con diluyentes de corta duracién preparados en los tres tipos de agua,

se los promedios més altos de viabilidad y
fertilidad en los tipos 1 y I, cuando el periodo de conservacién fue mayor a tres dias,
mientras que cuando el perlodo de preservacion fue en el lapso de los tres dias
postcoleccién, los parametros de viabilidad y fertiidad, 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. Efecto de los azicares en la criopreservacion de semen

iEI efecto benéfico de la suplementacion del azucar en el diluyente sobre la
viabilidad de células { de Ife ha sido reportado en
muchos estudios (Garcia y Graham, 1989; Aslam et al., 1992). Los azlcares tienen
diversas funciones en el diluyente. Ellos proveen energia para la célula espermatica

durante la incubacién, mantienen la presién osmética del diluyente y actian como un

La de jiento Lapwood y Martin (1966), el peso
molecular del azucar Molinia ef al., (1994) y el tipo de amortiguador Abdelhakeam et
al, (1891) son usados en el efecto del diluyente y en la habilidad crioprotectora de los.
azucares. Muchos estudios han utilizado glucosa o fructosa Farstad y Andersen (1989)
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y Thomas ef al. (1993) en el diluyente TRIS-4cido citrico para la congelacién de
espermatozoides. Sin embargo, no hay estudios que se hayan realizado para evaluar
la influencia de la suplementacién de ofros azucares en el diluyente TRIS-Acido citrico
(Yildiz et al., 2000).

Molinia et al., (1991), que los son mas

que los disacéridos para preservar la motiidad del espermatozoide congelado de
camero en el diluyente TRIS-citrato. Garcia y Graham (1989) indicaron que los
trisacaridos no son tan efectivos como los mono o disacéridos para la preservacion de
la motilidad de los espermatozoides descongelados de bovino. Casi todos los azucares
(excepto glucosa, lactosa y rafinosa) disminuyen los porcentajes de dafios al
acrosoma. Sin embargo, Gnicamente la xilosa y la fructosa mejoran la motilidad en la

Los la trealosa, sacarosa y maltosa
reducen la muerte espermatica y/o el porcentaje de dafios al acrosoma sin promover
la motilidad post descongelacion, mientras que los monosacaridos (excepto la
galactosa y glucosa) mejoran la motilidad junto con la viabilidad y la tasa de
acrosomas intactos. Unicamente el trisacarido rafinosa no altera los parametros
espermaticos. Conforme a estos datos concluyeron que la diferencia en el mecanismo
de accion entre los mono y disacéridos determina el tipo o localizacién del impacto
protector en el Asi, hi que el uso de mono y

disacaridos en la concentracién apropiada puede proveer mejor proteccién comparada
con el mono o disacérido solo (Yildiz et al., 2000)

El porcentaje total de espermatozoides activos fue calculado después de la
dilucién, equilibrio y que fue significati diferente

entre los azucares. La trealosa, xilosa y fructosa presentaron un porcentaje mas aito
de espermatozoides activos totales al descongelado que otros azucares. El efecto
benéfico de xilosa y fructosa en la motilidad del semen congelado — descongelado de
bovino y camero fue reportado anteriormente (Yildiz et al., 2000). Chen et al., (1993),
notaron que Ia trealosa mejoraba la sobrevivencia de la célula espermética de bovino
almacenada a 25°C por 24 horas. Posteriormente, Storey et al, (1998), reportaron que
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Ia trealosa aumenta la proporcién de células espermaticas intactas de ratén después
de la criopreservacion

Los azicares adicionados al diluyente TRIS-4cido citrico no mejoran la motiidad
y viabilidad durante el equilibrio. Sin embargo, la galactosa, lactosa, trealosa, maltosa
y sacarosa reducen los porcentajes de dafios al acrosoma en las células espermiticas
en equilibrio. Los disacaridos (excepto la lactosa) reducen la muerte espermatica /o la
tasa de acrosomas dafiados al descongelado sin promover la motiidad en la
descongelacién, mientras que los monosacaridos, especialmente la fructosa y xilosa
mejoran la motiidad junto con la viabilidad y el porcentaje de acrosomas intactos al
descongelado. La trealosa, fructosa y xilosa aumentan significativamente el porcentaje
de espermatozoides activos totales en las muestras de semen congeladas-
descongeladas comparadas con otros aziicares (Yildiz et al., 2000).

E| metabolismo espermético puede ser mantenido mejor en diluyentes que

azicares (Mann y Lutwak-Mann, 1981). Aunque los diluyentes
iso-osméticos son cominmente usados para la conservacion de semen de carnero, los
diluyentes hiper-osmoticos con un amplio rango de las concentraciones del azicar son
utilizados para mejorar la integridad espermatica después de congelar y descongelar
espermatozoides (Salamon y Visser, 1972; Veksler et al,, 1997). Los azicares no
degradables, por ejemplo, lactosa, sacarosa, trealosa y rafinosa presentan
hipertonicidad media, causando deshidratacién celular antes de la congelacion
(Schmeil et al., 1986; Aisen o al., 1990)

Los disacaridos son més efectivos que los monosacaridos, ya que aumentan la
deshidratacién osmética (Platov, 1988). Este efecto osmético disminuye la congelacion
del agua intracelular, y posteriormente el daffo celular por la cristalizacién del agua. La
eficiencia de los componentes naturales sintetizados por plantas y animales expuestos
a bajas temperaturas ha sido probada. Entre estas sustancias la trealosa ha sido
incorporada en los diluyentes para semen por varios investigadores Foote ef al.,
(1993), Aisen ot al., (1994) con resultados variables. En diluyentes sin glicerol, se
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demostré que la motilidad después de congelar espermatozoides de carnero, fue mas
alta en presencia de trealosa o sacarosa que con glucosa, indicando un efecto
crioprotector de los disacaridos (Molinia ef al.. 1991).

Se ha la capacidad de la trealosa adi aun

diluyente isoténico en ambas pruebas in vivo e in vitro. La adicién de este disacarido
en los diluyentes obtuvo resultados variables, evaluados por la motiidad espermatica,
integridad de acrosoma o termorresistencia de espermatozoides de camero Molinia et
al, (1994), Aisen ef al., (2000) y conejo (Dalimata y Graham, 1997).

En trabajos previos, se demostré que la proteccion in vitro del semen de camero
durante el congelamiento se mejord cuando se usaron diluyentes hiperténicos (Aisen
et al., 1990; Aisen et al., 1996; Aisen et al., 2000). En estos trabajos, se demostré que
la accion crioprotectora de la realoss depende de su conceniracién en el diuyente
Molinia et al, (1994), que las TRI
proporcionaron la proteccién in vitro mas alta durante el proceso de congelacién-

descongelacién, por mas tiempo mientras se mantuvo la iso-osmolaridad. Por el
contrario, el uso de una concentracién hiperténica de un disacarido responde a una
accién fisicoquimica diferente, no siendo asi para la permeabilidad de la membrana
plasmética. En adicién a la accion deshidratante, la trealosa confiere una
criopreservacion especifica sobre la bicapa lipidica (Bakas y Disalvo, 1991). Por esta
razén, la trealosa pudo ser mejor crioprotector que otros disacaridos (Aisen et al,
1996). El glicerol es usado frecuentemente en crioprotectores para evitar la formacién
de macro cristales del agua intracelular. Cuando la trealosa fue adicionada en
condiciones hiperosmoticas, se pudo observar un efecto sinérgico con el glicerol sobre
la integridad de la membrana, debido a que existe un secuestro de agua al lado

yuna i de en un estado fluido (Crowe e al., 1989).

Yildiz et al., (2000), estudiaron la influencia de la suplementacion de diferentes
azicares en el diluyente y evaluaron los porcentajes de motiidad, viabilidad y

intactos de i de canino durante la dilucion, equilibrio y
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congelacion del semen. Utiiizaron el diluyente TRIS-4cido citrico que contenia TRIS
240mM, &cido citrico 63mM, glicerol 8% (v/v), yema de hueva 20% (v/v) y 70mM de
azicar, los cuales fueron fructosa. galactosa, glucosa y xilosa (monosacaridos),
lactosa, trealosa, maltosa, sacarosa (disacéridos) o rafinosa (trisacarido). No fue
adicionado ningun azcar en el diluyente del grupo control. Los porcentajes de
motilidad, viabilidad espermatica e integridad acrosomal disminuyeron gradualmente
en todos los grupos después de la refrigeracion y

(P<0.001). Encontraron que el tipo de azicar afectd significativamente la motilidad,
viabilidad espermatica e integridad acrosomal durante el equilibrio y congefacion
(P<0.05). Mostraron que la trealosa, xilosa y fructosa aumentaron significativamente
los porcentajes de espermatozoides activos totales (motiidad x porcentaje de

vivos x de normales) con
los otros azicares (P<0.01) y el control (P<0.0001) en las muestras de semen

gelads Eltipo o la del impacto cri del azucar

sobre los espermatozoides de canino, varia de acuerdo al tipo de azicar adicionado al
diluyente.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1, Macrolocalizacién

El estado de Nayarit cuenta con 20 icipios. Sus
extremas son: al norte 23° 05', al sur 20° 36" de latitud norte; al este 103° 43', al ceste
105 46 de longitud oeste. Nayarit representa ei 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 Océano Pacifico y al oeste con el Océano Pacifico y Sinaloa
(INEGI, 2005).

Figura 1.- Localizacién geografica del Estado de Nayarit.



El municipio de Compostela se localiza a 21° 14 latitud norte; 104° 54’ longitud
oeste. Se encuentra a 860 msnm. Compostela se ubica en la parte sur del Estado de
Nayarit, colinda al norte con el Océano Pacifico y con los municipios de Xalisco y San
Blas; al este con los municipios de Xalisco, Santa Maria de! 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 y con el Océano Pacifico
(INEG, 2005).

Snatoa
Durango

Océann
Pacifico

Compostela

Figura 2.- Localizacion geografica del Municipio de Compostela.
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3.2, Microlocalizacién

El estudio se realizé en el o de de Animal
de la Unidad Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Auténoma de Nayarit (JAMVZ- UAN); y en la granja porcina “El Embocadero” de la
Ciudad de Compostela, Nayarit.

El de de la Animal se encuentra situado

en la ciudad de Compostela, Nayarit., en el kilémetro 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 clima
semicalido - subhumedo (AcW), con lluvias en verano y una precipitacién pluvial de
900 mm (SPPGEN, 1996)

Figuras 3 y 4.- Localizacién geografica de la UAMVZ-UAN tomada a 2000 y 500 pies
de altura, respectivamente.



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

¥y ion que se para el desarrollo de la presente
investigacion.

La granja porcina "El Embocadero’ se localiza al sur de la Ciudad de
Compostela, Nayarit por la carretera Compostela - Borbollén a la altura del kilémetro 5,
propiedad del MVZ Alvaro Tello Rodriguez, quién facilté un semental de la raza
Pietrain-Yorkshire para la extraccion de semen

3.3. Extraccién del semen

La extraccion del semen se realizé de un semental porcino de la raza Pietrain-
Yorkshire de 2.5 afios de edad, el semen se colect6 por medio de la técnica de Mano
Enguantada (Conejo1990; Hernandez, 1998), en un recipiente térmico de boca ancha
precalentado a 37°C, provisto de una bolsa de plastico limpia y con un fitro especial
para separar la porcién gelatinosa (tapioca) del eyaculado, sélo se colectd la porcion
del eyaculado rica en espermatozoides. La frecuencia de ordefia del semental fue en
promedio de una vez a la semana, y solo se procesaron para la congelacién los
eyaculados (diez) que cumplian con los parémetros minimos indispensables para ser
congelados. Inmediatamente después de que se colectd el semen, se realizaron las

y icas del eyaculado. Las extracciones de
semen para esta investigacién se realizaron durante los meses de marzo a diciembre
de 2007.

3.4. Evaluacion del semen
3.4.1. Evaluacién macroscépica

El objetivo de esta ion, es inar las
del semen, las cuales solo proporcionaron informacién muy general de la calidad de
éste (Conejo, 1990; Hernandez, 1998)



3.4.1.1. Volumen: Para medir el volumen, se pest el temo con el eyaculado en una
bascula digital, posteriormente se peso el termo sin et eyaculado y se resté el segundo
valor al primero. Cada grame de eyaculado equivale a un miliitrc de semen. El
volumen pemite registrar la produccion de semen de cada verraco, ademas de que su
valor se utiliza para calcular la concentracion total de espermatozoides en e eyaculado
y posteriormente, para determinar el niimero de dosis que se pueden preparar (Garcia,
1998; Hernandez, 1998)

El volumen del eyaculado completo de un verraco varia de 150 a 300mL con un
rango de 100 a 500mL, de las y
(Garcia ot al, 1998; Rozeboom, 2000).

3.4.1.2. Color: Es una evaluacién fisica visual, en la que el semen se clasificé en sus
diferentes i i de su blanco diluido,

blanco y blanco intenso, si tenia poca, regular o mucha concentracién,
respectivamente. El color del eyaculado depende de la fraccion de que se trate. La
primera fracci6n o preespermatica tiene un color transparente, la segunda o fraccién

fica en ides es de color ino lechoso y la tercera es de color
blanquecino transparente, pero no tanto como la fraccion preespermatica debido a que
siempre va mezclada con ides (Levis, 1996; , 1998).

3.41.3. Se determiné i un digital a la muestra

de semen. La temperatura del semen varia de 35 a 37°C (Machaty et al., 1992).

3.4.1.4. pH: EI pH es una medida de! grado de acidez o alcalinidad y en consecuencia
es un indicador de la actividad metabolica de los espermatozoides. Conforme envejece
el eyaculado aumenta la produccion de Acido tActico y desciende el pH, el cual se
determiné con un potencidmetro o peachimetro digital. 1 pH varia en relacién con la
fraccién que se trate. La fraccion rica en espermatozoides oscila entre 6.8y 7.1, y la
fraccién pobre es ligeramente mas alcaiina oscilando entre 7 y 7.2. El conjunto total del
eyaculado suele quedar normalmente alrededor de 7.1 a 7.2, es decir ligeramente
alcalino (Conejo, 1990; Hernandez, 1998).
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3.4.2. Evaluacion microscépica

El objetivo de esta evaluacion, es reunir los elementos necesarios para el
calulo de dosis, ademés de que permite determinar si el semen es viable para su uso
en la congelacién. Las caractersticas del eyaculado que son determinadas mediante
&l microscopio tienen mayor valor que las obtenidas macroscpicamente (Conejo,
1990).

3.4.21 Motilidad: Se coloco una gota de semen sobre un portaobjeto previamente
calentado a la temperatura de 37°C, y se cubrié con un cubreobjeto precalentado a la
misma temperatura sobre la gota de semen. Enseguida se observé al microscopio con
el objetivo seco débil (10x) y seco fuerte (40x), para estimar la motilidad segun la
rapidez con la que se movieron los espermatozoides hacia adelante y en linea recta.
La motilidad progresiva se estimé en una escala de 0 al 100%, y solamente se
procesaron aquellos eyaculados con més del 80% de motiidad. También se estimé el
tipo de movimiento que tenfan los espermatozoides en una escala del cero al cinco, de
los cuales solo se procesaron los eyaculados que tuvieron un movimiento mayor de
tres (Singleton, 1997; Herandez, 1998).

3422 i Para su i se utilizé un fotémetro Porcine

SpermaCue (Mini modelo Para la realizacién de esta prueba, se

deposito una pequefia gota de semen en la microcubeta del fotmetro, misma que se
introdujo en el lector del aparato, después de realizar la lectura y transcurridos 12
segundos, se mostr6 en la pantalla digital del aparato fa concentracién espermatica
expresada en millones por millitro que presentaron las muestras.

3.4.2.3. Morfologi
sobre un portacbjeto calentado a la misma temperatura del semen, y se colocé una

Para realizar esta prueba se coloc6 una gota de semen fresco

gota de tincion vital i i ina (a la misma con el objeto de

colorear y fijar los espermatozoides; posteriormente, se puso un segundo portaobieto
en un angulo de 45° con el primero, se desliz6 suavemente a lo largo del primero para
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extender la gota de semen teflida. Se esper6 un minuto a que secara la muestra a
ambiente para observar la normal

y anormal. Se contaron 200 espermatozoides en diferentes campos del microscopio,
clasificando las células en nomales y anommales (con base a anormalidades primarias
y secundarias). En un eyaculado normal no debe admitirse una cifra superior al 20%

de una cifra media normal de 10% de
anormalidades primarias (de origen testicular). Generalmente, cuando se realiza el
examen morfolégico, 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 células espermaticas normales no se considera para
congelar i para su uso en programas de IA (De Mirjyn, 1997; Echeverria et al., 1998;
Rozeboom, 2000)

3.4.2.4. Relacién de espermatozoides vivos/muertos: Para realizar esta evaluacion,
se deposité una gota de semen fresco sobre un portaobjeto previamente calentado a
37°C, y se colocé una gota de eosina/nigrosina para colorear los espermatozoides;
posteriormente, se puso un segundo portacbjeto en un 4ngulo de 45° con el primero,
deslizandolo suavemente a lo largo del primero para extender la gota de semen tefiida.
Se esper6 un minuto a que secara la muestra a temperatura ambiente para

observar los y poder si estaban vivos o
muertos durante la tincion. Se contaron 200 espermatozoides en diferentes campos
del microscopio. Se ha demostrado que las cabezas de los espermatozoides muertos
o en fase letal, tienen la propiedad de dejar pasar los colorantes, esto se debe a la

de la jlidad de la cefalica; mientras que los
espermatozoides vivos no permiten el paso de los colorantes, por lo que permanecen
sin coloracién; un eyaculado de buena calidad y para que pueda ser congelado no
debe presentar un numero menor de 80% de células espermaticas vivas (Diehl et al.,
1995; Levis, 1996).

3.4.25. de la integri Esta se realizd por
medio de la triple tincién establecida por Talbot y Chacén (1981). Se tomé un volumen
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de 100 microlitros de semen fresco y se le agregé el mismo volumen de azul de Tripan
al 2% en PBS (buffer salino fosfato) , después se incub6 a 37°C durante 15 minutos.
Transcurrido este tiempo se fij6 la muestra celular después de lavar con PBS por
medio de centrifugado a 1200 rpm por tres minutos hasta que el liquido sobrenadante
presentd un color azul claro o transparente, la fijacién se hizo adicionando 0.5mL de
glutaraldehido al 3% en buffer de cacodilato. Posteriormente, se incub6 por 30 minutos
24°C en su tubo tapado, enseguida este volumen se centrifugé a 1200 rpm por ocho
minutos, se tir6 el sobrenadante y se le adicion6 un militro de PBS para volver a
centrifugar a las mismas revoluciones y el mismo tiempo, se resuspendido
nuevamente en un mifiltro de PBS para hacer un frotis sobre un portaobjeto, éste se
dejo secar a temperatura ambiente. Este frofis una vez ya seco, se introdujo durante
15 minutos en un vaso de Copplin que contenia café Bismarck (al 8%, con pH de 1.8)
a37%C.

Posteriomente se enjuagé el frotis con agua destilada y dej6 escurrir hasta que
secara el fiofis, a continuacién se colocd 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,
después se lavé con agua destilada desionizada, se dej6 secar para hacer

la ion y de la muestra en el microscopio. En caso
de hacer después la evaluacién, se le agregé resina y se le puso un cubreobjetos. Por
Glimo se observé con el objetivo de inmersién 100x y se contaron 100 células para
calcular el porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma integro.

La interpretacion fue la siguiente:

Cabeza rosa/café: espermatozoides vivos con acrosoma integro.

Cabeza blanca/café: espermatozoides vivos con reaccién acrosomal.

Cabeza rosa/azul. Espermatozoides muertos con acrosoma intacto.

Cabeza blanca/azul: espermatozoides muertos sin acrosoma (Talbot y Chacon,
1981).
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35. parala i6n de semen

3.5.1. Proparacion de los diluyentes

Para el proceso de congelamiento de semen, se emplearon cuatro diluyentes
que fueron diferentes en su composicién, cada uno se subdividié en dos fracciones,
que se identificaron ‘como fraccion A (diluyente de refrigeracion) y B (diluyente de

cuya son las

3.5.1.1. Diluyente de Westendorf modificado (Roca ef al., 2003).

Diluyente A
> Dextrosa 2.5gr.
» Yema de huevo 10mL.
» Agua destilada y desionizada ajustar a 50mL.

Diluyente B

» Dextrosa 2.5gr
> Yema de huevo 10mL.
» Equex paste 0.563mL.

> Glicerol 6%

> Agua destilada y desionizada ajustar a 50mL.

3.51.Z Diluyente de Thilmant (Thilimant, 1997).

Diluyente A
> Fructosa 8.5gr.
> Bicarbonato de Sodio 0.15gr.
> Yema de huevo 34mL.
> Cisteina 0.015gr.
» Agua ajustar a 150mL.
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Diluyanto B
> Fructosa 8.5gr.

> Bicarbonato de Sodio 0.15gr.

» Yema de huevo 34mL.

> Cisteina 0.015gr.

> Equex paste 1.69mL.

> 6% de glicerol

> Agua ajustar a 150mL.

3.5.1.. Diluyente de Trealosa con glicerol

Diluyente A
> Trealosa 3.75gr.
» Yema de huevo 10mL.
» Agua destilada y desionizada ajustar a 50mL.

Diluyente B
» Trealosa 3.75gr.

» Yema de huevo 10mL.

> Equex paste 0.563mL

> Glicerol 6%.

» Agua destilada y desionizada ajustar a 50mL.

3.5.1.4. Diluyents de Trealosa sin glicerol

Diluyente A
» Trealosa 3.75gr.
> Yema de huevo 10mL.
> Agua destilada y desionizada ajustar a 50mL.



Diluyente B
> Trealosa 3.75gr.

» Yema de huevo 10mL.
> Equex paste 0.563mL.
» Agua destilada y desionizada ajustar a 50mL

Para medir los pesos y volimenes de los ingredientes de los diferentes
diluyentes, se utilizé una balanza analltica para pesar los azicares, el bicarbonato de
Sodio y la cistelna; 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.

36. imi pa men con los diferentes

diluyentes utilizados

la de

Diluyentes A: En matraces diferentes de 200mL de capacidad se depositaron los
gramos de aziicar correspondientes de cada diluyente y se disolvié en 20mL de agua
destilada y desionizada; posteriormente, se separ6 una o dos 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 lo posible de la clara, De ésta yema, se colocaran los miliitros
necesarios de cada diluyente en su respectivo matraz junto con el agua y el azicar,
enseguida se le adicion6 la cantidad de agua destilada y desionizada necesaria para
ajustar el total del diluyente (S0mL y 150mL), se mezclé y agité hasta que se
homogenizé el diluyente.

Diluyentes B: Para la preparacion de estos diluyentes, se utiizo el mismo
procedimiento que se realiz6 para la preparacion de los diluyentes A, solo que a estos
diluyentes se les agrego el seis por ciento de glicerol del total del diluyente B.



3.7. Centrifugacién del semen, diluyente y curva de enfriamiento

Para la centrifugacion del semen més los diluyentes, se utiizaron tubos de
ensayo cénicos de plastico con capacidad para 15mL, segin la cantidad de semen
que se congeld, fueron los tubos que se En cada tubo se

10mL de diluyente A; por cada tubo de diluyente A se necesité un tubo para el
diluyente B. i a una de 15°C se i los tubos

rotulados con sus respectivos diluyentes a la centrifuga a una velocidad de 2000 rpm
durante 15 minutos. E| semen previamente diluido (relacién 1:1, semen: BTS) y a una
temperatura de 15°C se centrifugé a la misma temperatura, velocidad y tiempo.

Una vez centrifugados los diluyentes, con el mayor cuidado se separ6 el liquido
sobrenadante del sedimento, el liquido se coloct en diferentes matraces de 75mL, uno
para cada diluyente, los diluyentes A se mantuvieron a 15°C en una camara de
conservacion para semen porcino, y los diluyentes B se introdujeron a un refrigerador
a 5°C. Posterior a la oemmugacuon del semen, se sepavb el plasma seminal y
diluyente BTS de los se le agregaron

de dos a tres gotas del diluyente A a cada tubo con su respectivo sedimento, esto con
el propésito de brindarle una mejor proteccion al momento de combinar los sedimentos
necesarios (tres a cinco) suficientes para tener una concentracién de 6000 X 10°
espermatozoides viables en un solo tubo, tratando de que los sedimento del semen
mas el diluyente A se hicieran 5mL; ya en un tubo los yel

diluyenite A se colocaron dentro de un vaso de precipitado con agua corriente a 15°C,
posteriormente se introdujeron durante dos horas en una vitrina refrigerador donde se

les baj6 la temperatura hasta 5°C

El Ilquldo del diluyente B centrifugado se colocé en la vitrina refrigerador para

que su a5%. fas dos horas, o bien, que los

espermatozoides con el diluyente A descendieran a 5 °C, dentro de la vitrina
refrigerador se le adicion6 en fracciones el diluyente B; 10, 20, 30 y 40%
respectivamente, en intervalos de 10 minutos entre una y otra adicion, hasta llegar al
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doble del preparado de diluyente A y el semen. Posteriormente, se procedié a envasar
en pajilas de 0.5mL de capacidad con la llenadora y selladora semiautomatica
(minitube®). Enseguida, en una caja de nieve seca se depositd nitrégeno liquido hasta
una altura de 9cm, y a una altura de 13cm se colocaron unas camas o rejilas
especiales las cuales contenian a las pajillas y las mantuvieron a una altura de 4om de
la superficie del nitrégeno durante 20 minutos; a esto se le llama “vapores de
nitrgeno”, una vez terminado este proceso, se introdujeron las pajillas en tubos para
cinco pajilas cada uno y estos en bastones especiales, los cuales fueron rotulados con
ta fecha y diluyente utilizado para introducirlos en las canastillas y posteriormente al
termo con nitrégeno liquido a una temperatura de ~196°C donde permanecieron y se

conservaron por un tiempo minimo de 15 dias o hasta la descongelacion.
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3.8. Esquema del procesamiento de semen para ser congelado

Extraccién de semen 35 a 37°C (evaluacion) st Ao

Diluir semen + diluyente BTS [1:1]a 35°C lg
i g

=

{ BIBUTTEEAS

Equilibrar a temperatura ambiente (hora y media) smmﬂ

a

Equilibrar a 15°C (dos horas)
(Puede permanecer 24 horas a 15°C)

Centrifugar a 2000 rpm durante 15 minutos el volumen necesario de semen para 6000
millones de espermatozoides (spz) viables totales, eliminar sobrenadante

Suspender con diluyente A a 6000 x 10° spz en 5mL
Descender temperatura a 5°C, (dos horas)

Adicionar 5mL del diluyente B, en forma gradual
(10, 20, 30 y 40% cada 10 minutos)

. Envasar en pajillas de 0.5mL (300 millones de spz cada una) y sellar

Colocar en vapores de N2 liquido (-130 a -150°C)

20 minutos a 4cm de altura.

Almacenar en N2 liquido (- 196°C)
Indefinidamente, hasta su uso (Roca et al., 2003).
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38, Descongelacién del semen

El semen fue descongelado después de 15 dias de su congelacién. La
descongelacion del semen se realizd en un bafio Maria a una temperatura de

56°C durante un tiempo de 12 segundos, este tiempo, se

retiraron las pajillas manualmente del bafio, después 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 extremo donde
esté la esfera metalica (balin). De cada una de las pajillas descongeladas, se tomaron
100l para realizar la evaluacién de acrosomas intactos por medio de la prueba de
triple tincién propuesta por Talbot y Chacén (1981), se coloct 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
espermatozoides vivos y muertos, asi como el porcentaje de espermatozoides
normales y anormales (morfoanomalias) para obtener la calidad del semen
descongelado. El resto del contenido de cada una de 10 pajillas del mismo eyaculado
y el mismo diluyente fueron diluidas en 30mL de una solucién de BTS (80%) mezclado
con el respectivo diluyente de refrigeracion 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 bafio Maria a 37°C.
3.10. Disefto Experimental

Para comparar la calidad espermética y la termorresistencia en la
criopreservacién de semen porcino se formaron cuatro tratamientos:

T1: Dextrosa (Westendorf modificada).
T2: Fructosa (Thilmant).
T3: Trealosa con glicerol.
T4: Trealosa sin glicerol.



Se evaluaron 10 eyaculados de un mismo semental, evaluandose 10 pajillas de
cada eyaculado en cada tratamiento, distribuidas bajo un disefio en bloques al azar,
considerando a cada eyaculado como bloque anidado en cada tratamiento (SAS,
1999) de acuerdo al siguiente cuadro.

Cuadro 1.- Distribucién de cada uno de los eyaculados en cada tratamiento

L AR LR i

T 10p [ 10p[10p [ 10p [ 10p [10p | 10p| 10p [10p | 10p
T2 10p [10p | 10p| 10p | 10p | 10p|10p | 10p | 10p | 10p
LE] 10p [ 10p |10p | 10p | 10p | 10p|10p | 10p | 10p | 10p
T 0p |10p | 10p| 10p | 10p | 10p | 10p | 10p | 10p | 10p |

T1: Dextrosa (Westendor!

We modificada). T2: Fruclosa (Thimant). T3; Trealosa con gicerol. T4: Trealosa
sin glicerol. € = eyaculado. p = pajilias.

3.11. Anilisis Estadistico

3.11.1. Para las variables de calidad esperméatica se realizd andlisis de
varianza bajo un modelo de bloques anidados en cada tratamiento.

Ya=u + T +E(T) + ey
Donde:

Y= Son las variables medidas.
u= Media general.

T= Lositratamientos.

E= Eyaculados.

e= error aleatorio.

3.11.2. Para las variables de calidad espermatica en cada tratamiento se realizd un
analisis de correlacion de Pearson por separado.



3.11.3. Para evaluar la termorresistencia se analizo solo la variable motiidad del
semen congelado-descongelado, se realizé analisis de varianza por separado
en cada tiempo, los i para establecer

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

Yizu + Tive

Donde:

Y= Son las variables medidas.
u= Media general.

= Los tratamientos.
«e= error aleatorio.

3.12. Variables a medir

Se evalud y compard la calidad espermatica en el proceso de criopreservacién
mediante la determinacién de:

Motilidad espermatica.

je de

je de

ENIETRE SN

Porcentaje de integridad acrosomal.

Para evaluar y comparar la de los

descongelados se determiné:

1. Motilidad espermatica.
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IV.  RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados abtenidos se muestran por separado para cada una de las
variables analizadas en los tratamientos; asi mismo se presentan los resultados que se
obtuvieron antes y después del proceso de congetacién/descongelacion del semen.

41. Calidad espermética del semen porcino criopreservado con diferentes
diluyentes evalusndose la motilidad, relacién de espermatozoides

oi
4.1.1. Motilidad antes de la congelacién espermitica

En esta i se

de calidad

para inar si los eran criop 0 no. Los valores
medios globales obtenidos para las variables de calidad espermética evaluadas en el
semen recién eyaculado se muestran en la cuadro 2.

Cuadro 2. Valores globales para las

variables evaluadas en el semen fresco

el

Motilidad
Espermatozoides| 82.80 278 78.00
10 Vivos
Espermatozoides| 89.00 176 86.00
= Normales
Vivos con 77.00 373 70.00
acrosoma integro

El resultado obtenido para la variable motilidad, es ligeramente superior al que
reporté Guzman, (2003), quien evalué semen porcino antes de la criopreservacion, y
obtuvo una media global de 85%.



Por otra parte, Cérdava et al., (2004) realizaron un estudio de criopreservacion
de semen porcino, donde utilizaron 21 eyaculados y obtuvieron una media de 84.76%
de motilidad espermatica en semen fresco; este resultado también es ligeramente
inferior al abtenido en la presente investigacion

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

procedié a criopi los 10 ya que se dentro de rango
que ha sido sefialado por otros investigadores Singleton, (1997) y Garcia ef al,, (1998)
quienes reportaron que un eyaculado de buena calidad debe tener como minimo 80%
de espermatozoides con movimiento progresivo (motilidad), para ser considerado apto
para su congelacién.

En trabajos que fueron realizados por Singleton, (1997) y Rozeboom, (2000)
sefialan que la tasa de fertilidad y el tamafio de la camada disminuiran si la motilidad
del semen recién eyaculado es inferior al 80%.

4.1.2. Espermatozoides vivos antes de la congelacién

Los resultados para la variable espermatozoides vivos obtenidos en esta

(cuadro 2) se dentro del rango para que una
muestra de semen pueda ser congelada, ya que en trabajos realizados por algunos
autores como Conejo, (1990) y Poto ef al, (2000), sefialan que cuando se realiza el
examen de espermatozoides vivos y muertos, un eyaculado de buena calidad no debe
presentar un némero menor de 80% de células esperméticas vivas (sin tefiirse).

El resultado obtenido en esta variable es similar con lo que reportd Benitez,
(2004), quien evalué la criopreservacion de eyaculados de tres razas porcinas, y
obtuvo el valor mas bajo en la raza Pelén Mexicano (82.00% de espermatozoides
vivos), por otra parte el resultado de la presente investigacion es ligeramente infesior al
reportado por el mismo autor, en las razas Landrace y Durcc, 90.00 y 87.66% de
espermatozoides vivos, respectivamente.



El hecho que se haya presentado diferencia entre el porcentaje de
vivos de esta investigacién y la menci i puede
deberse a la diferencia de razas entre sementales, asi como las edades y las

que en ambas i

4.1.3. Espermatozoides normales antes de la congelacién

La media global obtenida para espermatozoides normales antes de la
congelacién (cuadro 2). fue superior a la que ha sido sefalada para que el semen de
cerdo pueda ser criopreservado, al respecto Rozeboom, (2000) menciona que en un
eyaculado nommal no debe admitirse una cifra superior al 20% de morfoanomalias
espermaticas, considerandose una cifra media normal de 10% de anormalidades
primarias (de origen testicular).

El resultado obtenido, coincide con los reportados por Benitez, (2004) para las
razas Pelén Mexicano, Landrace y Duroc, en las cuales obtuvo 89.33, 90.33 y 91.00%
de normales,

Los resultados obtenidos en los eyaculados que se utiizaron en esta

se dentro de lo para que una muestra de semen
pueda ser considerada para su congelacién, ya que en un eyaculado normal no debe
admitirse una cifra inferior al 80%.

4.1.4. i antes de la

De acuerdo a los resultados obtenidos, se criopreservaron los 10 eyaculados
para Ia presente investigacion, ya que autores como Martin ef al., (1996) mencionan
que para que una muestra de semen pueda ser criopreservada, deberd mostrar al
menos 70% de espermatozoides con acrosomas normales.
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El resultado obtenido para esta variable (cuadro 2), es similar al que reportaron
Cérdova et al., (2004), quienes obtuvieron 79.76% de acrosomas normales (NAR) para
semen fresco; en otra investigacin realizada por Cérdova et al., (2005), mencionan
que la integridad acrosomal se mantuvo en un rango de 70 a 80%, dicho resutado
también es similar al obtenido en la presente investigacion. .

Por otra parte, el resultado reportado por Gosélvez et al., (2003) es ligeramente
inferior, ya que ellos reportaron una media de 72% de espermatozoides con
acrosomas normales.

4.1.5. Motilidad después de la congelacién/descongelacién

En todas las muestras evaluadas (400 pajillas) de semen congelado -
descongelado, para la variable motilidad, se encontraron valores inferiores respecto a
los valores del semen fresco. Al comparar los valores globales del semen fresco con
los del semen congelado — descongelado, se halls diferencia altamente significativa (P
<0.01), estos valores se muestran en las cuadros 3y 4.

Cuadro 3. Valores giobales para las variables evaluadas en el semen
jelado.

Motilidad

Espermatozoides

400 Vivos

Espermatozoides 85.62 233 77.00
Normales

Vivos con acrosoma | 22.73 8.17 6.00
integro




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

[Diferencia |
Motilidad 61.15
Espermatozoides 82.80a 33.91b 400 48.89
Vivos 10
Espermatozoides 89.00a 85.62a 400 338
Normales
Vivos con 77.00a 22.73b 400 54.27
acrosoma integro
= namero de observaciones en cada atarento
3. b, Literal las fi (P<001)

Comparando la variable motilidad en el semen congelado/descongelado se
encontré diferencia estadistica significativa (P < 0.01) entre los cuatro tratamientos,
presenténdose los valores mds altos en los diluyentes Thimant, Westendorf
modificado y Trealosa con glicerol, y el valor més bajo se obtuvo en el diluyente
Trealosa sin glicerol (cuadro 5), observandose una pérdida de la motiidad de 52.70,
57.40 y 58.55, respectivamente; no se encontré diferencia estadisticas entre los
diluyentes Thilmant, Westendorf modificado y Trealosa con glicerol. El valor medio
més bajo fue para el diluyente Trealosa sin glicerol, con una perdida de 75.95.

Cuadro 5. Comparacion de medias para la variable motilidad espermatica entre el

semen fresco y el semen congelado-descongelado con los diferentes.
diluyentes empleados para la criopreservacin.

Thilmant 34.80a 100 52.70*
Westendorf 30.10a 100 57.40*
medificado
Trealosa con 87.50 10 28.95a 100 58.55"
Glicerol
Trealosa sin 11.55b 100 75.95*
licerol
N= numero

Las diferencias enire semen freaco y descongelsdo para motlidad espermatica son significativas
estadisticamente (P < 0.01).

ab, Literales diferentes en las columnas indican diferencias estadisticas significativas entre
medias de los tratamientos (P < 0.01).
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Estos resultados son similares a los que reportaron Bathgate e al, (2006),
quienes analizaron la motilidad en espermatozoides criopreservados de porcinos,
realizaron tres evaluaciones para la motilidad; a los 10 minutos, tres y seis horas de
descongelado e incubado el semen a 37°C. Para sus mejores resultados reportaron un
33% para motilidad espermatica a los 10 minutos de descongelado el semen, también
reportan motilidades de 10 y 2% a las tres y seis horas de incubado, respectivamente.

4.1.6. Espermatozoides vivos después de la congelacién/descongelacion

Para esta variable se encontro diferencia estadistica significativa (P < 0.01), los
resultados més altos se presentaron en los diluyentes Thimant, Westendorf
modificado y Trealosa con glicerol, no encontrandose diferencias estadisticas entre
estos tratamientos. El resultado mas bajo se obtuvo en el diluyente a base de Trealosa
sin glicerol, con un resultado de 20,12% de espermatozoides vivos (cuadro 6)

Cuadro 6. Comparacién de medias para la variable espermatozoides vivos entre
semen fresco y el semen congelado-descongelado y entre
tratamientos_empleados para la criopreservacion.

i oy o4
Thilmant 40.06a 100 42.74%
‘Westendorf 36.52a 100 46.28"*
meodificado

Trealosa con 62.80 10 38.95a 100 43.85*
licerol

Trealosa sin 20.12b 100 62.68"
licerol

= maro de cheervackines a0 cada tarients
encias entre semen fresco y descongelado para espermatozoides Vivos son
wnrﬁcallvn estadisticamente (P < 0.01).

ab, Literales diferentes en las columnas indican diferencias estadisticas significativas entre
medias de los tratamientos (P < 0.01).

Para los cuatro tratamientos se hallé diferencia altamente significativa (P <
0.01), respecto al resultado obtenido de espermatozoides vivos antes de la
congelacién con los obtenidos después del proceso de congelacién- descongelacion
(cuadro 6).
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Los resultados de esta investigacion son inferiores a los que reporto Thilmant,
(1997), quien obtuvo 74% y 73% de espermatozoides vivos para semen congelado en
diluyentes con y sin Equex STM, respectivamente. La diferencia entre estos resultados
y el de la presente investigacion, pudo deberse al efecto del detergente sintético
Equex STM, e efecto de la temperatura durante el proceso de
congelacidnidescongelacién, la adicién de glicerol y la concentracién espermatica en el
diluyente de congelacién.

Por ofra parte, los resultado obtenidos en este estudio son ligeramente
inferiores a los reportados por Guzmén, (2003), quien reporté porcentajes de
espermatozoides vivos de 49.4, 46.0, 404 y 385, cuando las dosis fueron
almacenadas por ocho, 15, 21 y 30 dias, respectivamente, concluyendo en su
investigacién, que los valores de ides vivos fueron

conforme fue transcurriendo el tiempo de conservacién. Al respecto, cabe sefialar, que
en la presente investigacion, las dosis fueron evaluadas a los 15 dias posteriores a su
congelacion.

Los resuttados obtenidos en los diluyentes Thilmant, Westendorf modificado y
Trealosa con glicerol, son ligeramente superiores al obtenido por Benitez, (2004),

quien preservé semen de cerdo de distintas razas con la técnica de Westendorf

yel taje més alto de i vivos lo obtuvo en cerdos
Pelon Mexicano, con una media de 31.20; mientras que el valor mas bajo se presentd
en cerdds de la raza Durac, con 20.07%, este Gltimo resultado es similar al obtenido en
este estudio para el diluyente Trealosa sin glicerol, 20.12% de espermatozoides vivos
después del procesc de congelacion/descongelacion.

Los valores obtenidos en esta investigacion para esta variable son simitares a
los de Wateshouse et al,, (2006) ya que al evaluar la tolerancia a la congelacién de
semen de cerdo de diferentes razas, observaron que después de la congelacion-

Ios de ides vivos se redujeron
significativamente (P < 0.001) 48.9 y 45.6% comparéndolo con el semen fresco, para
tas razas Landrace y Duroc, respectivamente.



4.1.7. Espermatozoides normales después de la congelacién/descongelacién

Para esta variable no se encontré diferencia estadistica (P > 0.01) entre los
espermatozoides de semen fresco y los que fueron sometidos al proceso de
congelacién/descongelacion. Asi también, para esta misma variable, no hubo
diferencias significativas (P > 0.01) entre los tratamientos (cuadro 7).

Cuadro 7. Comparacién de medias para la variable espermatozoides normales
entre el semen fresco y el semen congelado-descongelado con los
diferentes diluyentes empleados para la criopreservacion.

2
Thilmant 85.87a 100 313
Westendorf 85.86a 100 3.14
modificado
Trealosacon | 9% | 10 468 700 | 354
Glicer
Trealosa 85.19a 100 3.81
glicerol

Las diferencias entre semen fresco y descongelado para espermatozoides normales no son
significativas estadisticamente (P > 0.01)

3, Literales iguales en las columnas indican que no hubo diferencias estadisticas entre medias de
los tratamientos (P > 0.01)

Los resultados que se obtuvieron para esta variable son ligeramente inferiores a
los que reporté Benitez, (2004), quien al trabajar con tres razas de cerdos diferentes
obtuvo porcentajes de espermatozoides normales de 90.60 para Pelén Mexicano,
89.57 para Landrace y 89.67 para Duroc, no encontrando diferencia entre las tres
razas.

Respecto a los i con i i estos pueden
presentar buena motilidad, pero si presentan formas inadecuadas no son aptos para
fertilizar vulos (Rozeboom, 2000).




448, después de la

Para esta variable se encontré diferencia estadistica significativa (P < 0.01), los
resultados més altos se presentaron en los diluyentes Thilmant, Westendorf
modificado y Trealosa con glicerol, no encontrdndose diferencias entre estos
tratamientos. EI resultado més bajo se obtuvo en el diluyente a base de Trealosa sin
glicerol. Para los cuatro tratamientos existio diferencia altamente significativa (P <
0.01), respecto al resultado obtenido de espermatozoides vivos con acrosoma integro
antes de la congelacion con los obtenidos después del proceso de congelacién-
descongelacién (cuadro 8).

Cuadro 8. Comparacién de medias para la variable espermatozoides vivos con
acrosoma integro entre el semen fresco y el semen congelado con los
diferentes diluyentes empleados para la criopreservacion.

Thilmant

Westendorf
modificado
Trealosa con : 25.16a 100 51.84%
Glicerol
Trealosa sin 13.54b 100 63.46"
glicerol
“Las diferencias enlre semen fresco y descongelado para espermatozoides Vivos con acrosoma
Intagro son signifcatvas estadisticamente (P < 0.01)
3, b, Literales diferentes en las columnas indican diferencias estadisticas significativas entre medias
de los tratamientos (P < 0.01).

Los resultados obtenidos para esta variable son inferiores a los que obtuvieron

Bathgate et al., (2006), ya que en su estudio reportaron los mejores valores medios de
62, 57 y 50% de espermatozoides con acrosomas intactos a los 10 minutos, tres y seis
horas después de haber descongelado e incubado el semen a 37°C. En otro estudio
realizado por Poto et al, (2000), encontraron valores medios de 59 y 33% para
espermatozoides con acrosomas normales al comparar los métodos de congelacién de
semen propuestos por Thilmant contra el utiizado por Westendorf, respectivamente.

46



En otra investigacitn realizada por Gosaivez et 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 evaluacién. Por otra parte, Thilmant, (1997) evalué el efecto de la adicién del
detergente Equex STM en el diluyente para la congelacion de semen de cerdo y
determiné el porcentaje de intactos en i en

el cual reporta valores medios de 56 y 30% para el semen congelado en diluyentes
cony sin Equex STM, respectivamente.

Los resultados de las i igacic son

superiores a los obtenidos en este estudio, estas diferencias pueden ser debidas
alas tinciones o técnicas empleadas para realizar dicha evaluacion, por io que no se
especifica si estos espermatozoides con integridad acrosomal también tenian su

nomal vivos). ya que con la técnica
empleada en este estudio solo se reportan los espermatozoides vivos con acrosoma
integro, por lo que se descarté los espermatozoides muertos con acrosoma integro.

4.1.9. Concentracién de resultados

En el cuadio 9, se muestran de manera general y agrupada los resuados
obtenidos para las diferentes variables analizadas en el semen
congelado/descongelado con cada uno de los tratamientos; asi también, en la figura 5,
se muestran las pérdidas 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 motiidad, vivos, normales y vivos
acrosoma integro evaluadas en el semen congelado-descongelado

con los diferentes dlluienle
Thimant | 34.80a |9.07| 40.06a |10.89| 85.87a (238 2655a | 553

a,
tratamientos (P < 0.01).

Westendorf | 30.10a |9.97| 3652a | 8.83 | 65.86a |2.10| 2585a | 7.24
modificado
Trealosacon| 2895a [9.62| 38.95a [10.64| 8546a [271| 25.16a 7.7
1155b (490 20.12b | 666 | 65.19a |202| 1354b | 423
n estandar

%
80
70
8 60
° 50
E a0
E 20
a
20
0
: 0
Vivos con
Motiidad Vivos it
[== - Thiment 5270 | 4274 5045
—a 57.40 4628 5115
@ - Trealosa con glicerol 5655 4385 518
—+—vesksacingicoral | 7595 6260 6345

. Literales diferentes en las columnas indican diferencias estadisticas entre medias de los.

Figura 5. Diferencias porcentuales entre el semen fresco y el semen congelado-
descongelado en cada diluyente para cada una de las variables.
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4.2. Coeficiente de correlacién entre las variables analizadas en cada uno
de los tratamientos

El coeficiente de correlacion es una medida del grado de asociacién entre dos
variables normalmente distribuidas (X y Y). Con el fin de encontrar relaciones
funcionales entre las variables analizadas, se utiizé el modelo matematico de Pearson,
el cual sive de base para predecir el fenémeno estudiado. El conocimiento de la
asociacién de dos caracteristicas en un individuo o animal, es de gran importancia, ya
que la seleccién de alguna de ellas, se traduce autométicamente en la seleccion de la
ofra. Se dice que una correlacién es positiva, si ambas variables se mueven en el
mismo sentido, es decir, si una aumenta la otra también lo hace, y correlacion negativa
si al aumentar una la otra disminuye o viceversa. El coeficiente de correlacion oscila
entre -1y 1 (Herrera y Barreras, 2001)

En los cuadros 10, 11, 12 y 13 se muestran las correlaciones entre las variables
estudiadas en cada uno de los ; Thilmant, if Trealosa

con glicerol y Trealosa sin glicerol, respectivamente.

Para las variables evaluadas en los espermatozoides congelados -
descongelados con el diluyente Thimant se encontraron correlaciones positivas
significativas (P < 0.01) entre las variables motilidad y espermatozoides vivos;
motilidad y espermatozoides vivos con acrosoma integro, asi también con

ai vivos y ides vivos con acrosoma integro. Los valores.

obtenidos para estas correlaciones se muestran en el cuadro 10.
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Cuadro 10. Corvelacmnss entre las variables evaluadas en el semen congelado
el diluyente Thilmant.

Motilidad 0.68* 015 055

Vivos -0.02 0.62"
Normales ‘ 0.01

Indica correlaciones significativas (P < 0.01)

£n el cuadro 11, se muestran las correlaciones para las variables evaluadas en
e semen criopreservado con el diluyente Westendort modificado existiendo
correlaciones significativas (P < 0.01) entre las variables motiidad y espermatozoides
vivos; mofilidad y espermatozoides normales; motiidad y espermatozoides vivos con
acrasoma integro; asf también, vivos con ides normales

v ides vivos con ides vivos con acrosoma integro.

Cuadro 11. Correlaciones entre las variables mluadas en el semen congelado
n el diluyente Westendorf modifica

Motilidad 0.70* 1 "06

Vivos 0.04* 0.55"
Normales -0.23

Tndica correlaciones significativas (P<0.01)
En lo que respecta al diluyente Trealosa con glicerol, se encontraron

correlaciones positivas significativas (P < 0.01) entre todas las variables analizadas,
(cuadra 12).
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Cuadro 12. Correlacién entre las variables evaluadas en el semen congetado con
et diluyente Trealosa con gicerol.

Motill
Vivos 0.08" 0.81*
Normales 017"

= indica correlaciones significativas (P < 0.01)
Para el caso de las variables analizadas en los espermatozoides
criopreservados con el diluyente Trealosa sin glicerol, se encontraron correlaciones
positivas significativas (P < 0.01) entre las variables motiidad con espermatozoides
vivos; motilidad con espermatozoides vivos con acrosomas integro, asi como también
vivos con

Vivos con acrosoma integro (cuadro 13).

Cuadro 13. Correlacion entre las variables evaluadas en el semen congelado con
el diluyente Trealosa sin glicerol

Motilidad
Vivos -0.06 0.71*
Normales | 0.01

indica correlaciones significativas (P<0.01)



4.3. Evaluacién de la termorresistencia con base a la motilidad del semen

en los

La evaluacién de la termorresistencia se realizé durante dos horas analizando la
variable motiidad, la primera observacién se hizo al minuto después de diluir a 37°C el
resto del semen contenido en las 10 pajilas descongeladas, las siguientes
observaciones se hicieron con intervalos de 15 minutos entre una y otra, siendo un
total de nueve observaciones en cada repeticion para cada uno de los diferentes
tratamientos. Los resultados obtenidos en la prueba de resistencia térmica del semen
congelado-descongelado con los diferentes diluyentes se muestran en el cuadro 14 y
figura 6.

Se observa que los mejores resultados de motilidad se dieron en los tiempos 2,
3y 4 (15, 30 y 45 minutos) de termorresistencia para los diferentes tratamientos,
decayendo gradualmente en los tiempos 5, 6, 7, 8y 9 (del minuto 60 al 120).

Para la variable mofiidad en el semen sometido a la prueba de
termorresistencia se encontr6 diferencia estadistica significativa (P < 0.01) entre los
tratamientos, los resuitados més altos se presentaron en los diluyentes Thilmant,
Westendorf modificado y Trealosa con glicerol en cada uno de los tiempos

no entre estos tres Mientras

que el resultado més bajo se obtuvo en el diluyente a base de Trealosa sin glicerol
para cada uno de los tiempos considerados.
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Cuadro 14. Medias y desviaciones estandar para la termorresistencia evaluada
en el semen descongelado con los diferentes diluyentes en nueve
tiempos (de uno a 120 minutos, con intervalo de 15 minutos).

LT G
3 2
Thimant | 23.50a | 43.50a | 44.50a 43.50a 39.50a | 37.00a 33.50a | 27.00a | 22.00a
DE. 579 | 747 | 831 747 643 | 7.52 474 | 537 | 483
Westendorl | 2250a | 41.00a | 43.00a | 39.50a | 37.00a | 32.50a | 30.50a | 2750a | 23.00a
modificada | 540 | 699 | 823 | 956 | 1059 | 824 797 | 689 | 752
DE.
Trealosa | 17.50a | 39.50a | 37.50a | 35.50a | 3350 | 29.50a | 26.50a | 22.50a | 20.00a
conglicerol | 857 | 831 | 540 | 437 | 411 | 368 | 474 | 540 | 666
DE.
Trealosa | 8.00b | 19.00b | 18.500 | 17.000 | 15006 | 11506 | 8506 | 7506 ( 5500
singlicerol | 349 | 7.74 | 818 | 856 | 881 | 747 | 625 | 634 | 437
DE.
D.E.

a.b, Literales diferentes en Ias colt

Porcentaje

dife

tadist tre medias (P < 0.01)

»

2

3 |a[s[e[7]8]9

23,50,

43.50

44.50]43.50|39.50/37.00[33.50|27.00[22.00

22.50

41.00

43.00[30.5037.00| 32.50{ 30.50 |27.50( 23.00|

—e— Trealosa con glicerl

[17.50]

39.50]

37,5035 50|39 50[29 50| 26.50 | 22.50(20.00

Treakosa singlicerol | 8,00 [19.00

1850 17.00[15.00(11.50] 8.50 | 7.50 | 5.50

Tlempo de termo reslstencla

Figura 6. Medias para la termorresistencia evaluada en el semen descongelado
con los diferentes diluyentes en nueve tiempos (de uno a 120 minutos,
con intervalo de 15 entre una y otra).




Los resultados de la presente investigacién 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, segin sus resultados
después de la i6n, y reportaron jes de motiidad de 44.6, 42.1 y

27.7, para fas clases alta, media y baja, después de una hora de descongelado e
incubado el semen a 37°C, respectivamente. Posteriormente, a las cuatro horas de
incubado el semen, reportan porcentajes de motiidad de 37.1, 37.6 y 22.5 y después
de 6 horas obtuvieron motilidades de 35.5, 30.9 y 19.0%, para las clases afta, media y
baja, respectivamente, los resultados que reportan a las 4 y 6 horas de incubaci6n, son
simitares a los obtenidos en la presente investigacién

Los resultados obtenidos en los diluyentes Thimant, Westendorf modificado y
Trealosa con glicerol, son similares a los que reportaron Tirapicos et af, (2000).
quienes compararon dos métodos de congelacion de semen porcino (pellets vs maxi-
pajillas) y evaluaron el porcentaje de motilidad espermatica a los 15, 30, 45 y 60
minutos después de descongelado el semen a 42°C durante 40 segundos e incubado
a 37°C (termorresistencia). Los mejores resultados los obtuvieron con el método de

pajilas, iferencias altamente significativas (P < 0.001), y reportaron
valores medios de 27, 37, 35 y 20% para motilidad espermatica a los 15, 30, 45 y 60
minutos después de descongelado, dilido e incubado el semen a 37°C,
respectivamente.

En el cuadro 15, las de las. por medio

de regresion, se calcularon ecuaciones para poder predecir la motilidad, considerando
el tiempo de termorresistencia. Como se observé en Ia figura 8, despuds del tiempo 4,
hay una calda de la motiidad que de acuerdo a la regresion fue cuadratica. Sin
embargo, el tiempo de maxima motilidad en los tratamientos més significativos pudiera
ser suficiente para realizar Ia aplicacion del semen dentro de una misma granja



Cuadro 15. iones de prediccién de la motiidad de acuerdo al tiempo.
Thilmant Y =21.75 + 9.58x — 1.10¢ R2=0.78
Westendorf

modificada Y =22.98 + 7.47x - 0.86%° R*=067
Trealosa con

glicerol Y =18.93 +7.54x - 0.87x R?=062
Trealosa sin

glicerol Y= 9.44+3.56x-047¢ R?=0.70

Molilidad; X: tiempo de incubacion intervalo de 15 minutos.

Todas las ecuaciones de prediccion son moderadamente predictivas ya que las
R? estan alrededor de 70, y son de tipo exponencial de acuerdo al tiempo. Por lo que
podemos predecir la motilidad.
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V. ‘CONCLUSIONES

Al comparar los diferentes para la cri de

semen porcino, se encontrd diferencias significativas (P < 0.01) entre
tratamientos, manifestandose los mejores resultados en Thilmant, Westendorf
modificado y Trealosa con glicerol, no existiendo diferencias entre estos.

En la evaluacién de la calidad del semen fresco y el semen congelado-

existieron ias altamente signi (P < 0.01) para las
variables motiidad, vivos y vivos  con

acrosoma integro; no asi, para la variable espermatozoides normales, donde no
hubo diferencia estadistica.

Para las variables motiidad, vivos y vivos con
acrosoma integro en el semen descongelado, los mejores resultados los

ofrecieron los i Thilmant, y Trealosa con
glicerol, no encontréndose diferencias estadisticas (P < 0.01) entre estos,
mientras que los valores més bajos para estas variables, fueron para el diluyente
Trealosa sin glicerol.

En lo que respecta a la variable nomales, no se

diferencias significativas (P > 0.01) entre los cuatro diferentes tratamientos
utilizados para la criopreservacion del semen porcino de este estudio.

Para los tratamientos Thimant y Trealosa sin glicerol se encontraron
correlaciones positivas significativas (P < 0.01) entre las variables motilidad y
espermatozoides vivos; motilidad y espermatozoides vivos con acrosoma integro,
asf también con ides vivos y vivos con acrosoma

integro.



Para el diluyente i hubo ® <
0.01) entre las variables motiidad y espermatozoides vivos; motiidad y
espermatozoides nommales; motiidad y espermatozoides vivos con acrosoma
integro; asi también, vivos con normales y

vivos con ides vivos con acrosoma integro.

En lo que respecta al diluyente Trealosa con glicerol, se hallaron correlaciones
positivas significativas (P < 0.01) entre todas las variables analizadas.

Para la istencia del semen congelad en los diferentes
diluyentes, se i (P <0.01) i los
mejores valores en los diluyentes Thilmant, Westendorf modificado y Trealosa

con glicerol en cada uno de los tiempos de termorresistencia evaluados. Mientras
que el valor més bajo se dio en el diluyente Trealosa sin glicerol para cada uno
de los tiempos.

Finalmente, se puede concluir que si se afecta la calidad espermatica y la
sobrevivencia del semen porcino criopreservado en diluyentes que difieren en su
composicién. Con respecto a los resultados obtenidos en esta investigacion, se
observé que los diluyentes que contienen glicerol (crioprotector permeable)
presentan los mejores valores de calidad espermatica, por lo que se recomienda
&l uso de estos diluyentes para la criopreservacion de semen porcino
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