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RESUMEN

Se uso6 una clasificacién simple para examinar cambios de la motilidad de espermatozoides durante la prueba de termoresistencia en un
total de 10 eyaculados de un semental Pietrain x Yorkshire de dos afios de edad. Para la congelacién del semen se formaron cuatro
tratamientos con diferentes diluyentes: Westendorf modificado, Thilmant, trehalosa con glicerol y trehalosa sin glicerol. Se evaluaron los
cambios de la motilidad espermatica en la prueba de termorresistencia en el semen descongelado después de 15 dias de conservacion.
Las pajillas fueron descongeladas a una temperatura de 56°C durante un tiempo de 12 segundos y después las mediciones se
efectuaron cada 15 min durante dos horas a 37°C. Se analizaron 10 pajillas por eyaculado en cada tratamiento.

Los valores medios globales de motilidad obtenidos en el semen fresco y descongelado fueron de 87.50 y 26.35%, en ese orden
(P<0.01). No se encontré efecto significativo (P>0.05) entre los tratamientos para la motilidad espermatica en los distintos tiempos de la
prueba de termorresistencia, manifestandose valores similares entre tratamientos excepto con el diluyente de trehalosa sin glicerol, que
determiné resultados significativamente (P<0.01) inferiores a los de los otros tres.

Ya que los mejores resultados de motilidad en la prueba de termorresistencia de los espermatozoides congelados/descongelados
fueron conseguidos con los diluyentes Thilmant, Westendorf modificado y trehalosa con glicerol como diluyentes, se recomienda su uso
en pruebas de conservacion de semen porcino.
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CHANGES OF MOTILITY IN THE THERMORESISTANCE TEST BY USING DIFFERENT EXTENDERS FOR PIG SEMEN
CRYOPRESERVATION

SUMMARY

A one-way analysis of variance was employed to examine spermatozoa motility during the thermoresistance test after cryopreservation
of 10 ejaculates from a Pietrain x Yorkshire boar of two years old. There were four extenders: Westendorf modified, Thilmant, trehalose
plus glycerol and trehalose without glycerol. Changes in spermatozoa motility were evaluated during the thermoresistance test in thawed
semen after 15 days of conservation. The straws were thawed at 56°C during 12 seconds and thereafter measurements were conducted
every 15 min during two hours at 37°C. Ten straws per ejaculate were analyzed in every treatment.

Mean values for motility found in fresh and thawed pig semen were 87.5 and 26.35% in this order (P<0.01). There were not significant
(P>0.05) effect among treatments for spermatozoa motility at the different times of the thermoresistance test, with similar values in all
treatment except for the extender of glycerol without trehalose, which determined values significantly (P<0.01) lower as compared to the
other three extenders. .

Since best results of motility during the evaluation of thermoresistance in frozen/thawed spermatozoa were obtained with Westendorf
modified, Thilmant and trehalose plus glycerol as extenders, its use for conservation of pig semen is recommended.

Key words: boar semen, motility, thermoresistance, extenders

Short title: Evaluation of thermoresistance in cryopreserved boar semen
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INTRODUCCION

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
prolongado (Reed 1985), con resultados productivos que
progresivamente mejoran y se acercan a los obtenidos con
semen fresco o refrigerado (Gadea 2004; Roa et al 2005).

Las investigaciones actuales para mejorar los resultados con
semen congelado tienen como objetivo optimizar los procesos
de congelacién de los espermatozoides y garantizar el nUmero
suficiente de estos con capacidad fecundante al momento de
la ovulacién (Pallas y De Alba 2003). Aunque los estudios y
modificaciones mas recientes en la técnica y aplicacion de
semen congelado han mejorado significativamente los
resultados de fertilidad y prolificidad (Thilmant 1998; Eriksson
et al 2002; Sellés et al 2003), las investigaciones deben
continuar con el fin de minimizar los dafios de la congelacién
sobre la célula espermatica, asi como encontrar nuevos
métodos para valorar la viabilidad y capacidad fecundante del
semen descongelado (Pallas y De Alba 2002).

En la actualidad, no existe una técnica estandarizada o un
protocolo especifico para congelar semen porcino, y respecto
a los diluyentes empleados para la congelacién de semen,
diferentes investigadores informan ciertas ventajas de algunos
diluyentes respecto a otros (Echegaray 2003). Por otra parte,
para el caso de criopreservacion de semen porcino, existe
poca informacién sobre la utilizacion del azucar trehalosa para
la preparacion de diluyentes, mientras que en otras especies,
como los rumiantes (Aisen et al 2000) y el canino (Yildiz et al
2000) se han informado resultados positivos con la utilizacion
de dicho azucar.

El objetivo del presente estudio fue evaluar los cambios de la
motilidad espermatica en la prueba de termorresistencia
empleando diferentes diluyentes para la criopreservacion.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizé un semental Pietrain x Yorkshire de dos afios de
edad para la extraccion de semen, por medio de la técnica de
mano enguantada (Martin 1982), y sélo se colecto la fraccion
rica en espermatozoides. La frecuencia de extraccion de
semen del animal fue de una vez por semana. Para la
congelacion de semen se utilizaron 10 eyaculados que
mostraron buena calidad en el momento de la recoleccion, tal
como habitualmente se trabaja en la Unidad Académica de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad. En este
sentido, inmediatamente después que se colect6 el semen, se
realizaron las evaluaciones rutinarias macroscopicas,
consistentes en la medicién del volumen, apreciacion del color
y determinacién de la temperatura y el pH del semen.

En el caso de las evaluaciones rutinarias microscopicas, se
midi6 la motilidad, la concentraciéon, la morfologia y la
proporciéon de células vivas/muertas, en los espermatozoides
del semen. Los indicadores de calidad usados ad hoc en la
Unidad Académica (vide supra), se muestran en la tabla 1.

Para determinar el porcentaje de espermatozoides vivos y las
morfoanomalias se uso la tinciéon vital de eosina-nigrosina para
hacer el conteo de células en un microscopio 6ptico con el

objetivo de inmersién 100x, y se contaron 100 células para
calcular el porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma
integro. Se realiz6 también la evaluacion de la integridad
acrosomal por medio de la triple tincion establecida por Talbot
y Chacén (1981).

Tabla 1. Indicadores de calidad para el uso de
semen de cerdos

Indicador Valor
Motilidad, % >80
Motilidad individual, % >3

Espermatozoides vivos, % > 80
Morfoanomalias, <15

Inmediatamente después de las evaluaciones hechas, el
semen fue diluido 1:1 en volumen con el diluyente BTS a una
temperatura de 36°C; posteriormente se enfrid lentamente
hasta 15°C durante 2.5 horas. El diluyente y el plasma seminal
fueron separados de los espermatozoides por centrifugacion a
2 000 rpm durante 15 min.

Los sedimentos espermaticos fueron mezclados en cuatro
tubos de ensayo hasta obtener una concentracion de 6 x 10°
espermatozoides viables en cada fraccién, y de esta manera,
formar cuatro grupos para la congelacion de este semen en
pajillas de 0.5 mL por el método de Almlid y Johnson (1988).
De esta forma, los espermatozoides fueron resuspendidos en
uno de los cuatro diferentes diluyentes para un enfriamiento
lento hasta 5°C durante dos horas, quedando asi los
espermatozoides mas el diluyente de enfriamiento en 5 mL en
cada tubo. Posteriormente se adicionaron 5 mL del diluyente
de congelacion a la mezcla de espermatozoides con el
diluyente de enfriamiento.

Estas células mezcladas con sus respectivos diluyentes fueron
las envasadas en pajillas de 0.5 mL, que se sellaron con
esferas metdlicas y fueron colocadas durante 20 min en
vapores de nitrégeno a 4 cm de altura del espejo de nitrégeno
liquido. Los diluyentes utilizados constituyeron los cuatro
tratamientos evaluados: Westendorf modificado, que contenia
glucosa, segun Roca et al (2003); el segundo fue el de
Thilmant, basado en fructosa, de acuerdo con Thilmant (1997).
En el tercer tratamiento se empled trehalosa con glicerol,
mientras que en el cuarto se us6 este mismo carbohidrato pero
sin glicerol. Un resumen de las caracteristicas de estos
diluyentes se muestra en la tabla 2, y los detalles se presentan
en el anexo 1.

Los 10 eyaculados se descongelaron 15 dias posteriores a su
congelacion, y se evaluaron las 10 pajillas de cada eyaculado
en cada tratamiento. La descongelacion de las pajillas se
realizd en un bafio de Maria a 56°C durante 12 segundos. Con
posterioridad, las pajillas se secaron y se permiti6 que
permanecieran durante un minuto a temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C), y se abrieron por el extremo donde
se localizaba la esfera metalica.

De cada pajilla descongelada se tomé una gota de semen para
evaluar la motilidad masal subjetivamente en la escala de 0 a
100, por microscopia 6ptica. Una segunda gota de semen se
utilizd para hacer un frotis con eosina/nigrosina y de esta
forma calcular el porcentaje de espermatozoides vivos y
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muertos, asi como el porcentaje de células normales o con
morfoanomalias. De las mismas pajillas se tomaron 100 pL
para la evaluacion de la integridad acrosomal.

Tabla 2. Diluyentes de semen porcino usados en la
prueba de termoresistencia

Westendorf Trehalosalglicerol
Item modificado Thilmant Con Sin
Glucosa X - - -
Yema
de huevo X X X X
Equex
paste’ X X X X
Glicerol X - X -
Fructosa - X - -
NaCOz;H - X - -
Cisteina - X -
Trehalosa - - X X
Agua® X X X X

" Para mas detalles, ver anexo 1
2 Destilada, después desionizada

El resto del contenido de las 10 pajillas del mismo eyaculado y
tratamiento se depositaron en 30 mL de diluyente, en la
proporcion 4:1 en volumen, de BTS:diluyente respectivo (tabla
2), atemperado a 37°C por un tiempo total de 120 minutos, y
de esta forma, evaluar la termorresistencia mediante la medida
de la motilidad de las células espermaticas cada 15 minutos.

Para el andlisis estadistico de los datos, se utilizé la técnica
del analisis de varianza bajo un modelo de clasificacion simple
(Snedecor y Cochran 1989), mientras que se utilizé el paquete
estadistico del SAS (1999) para el procesamiento digital de la
informacion. Cuando la diferencia entre contraste entre medias
resulté significativa (P<0.05), éstas se separaron por la prueba
de rango multiple de Tukey en los casos apropiados.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este experimento se encontr6 que en la comparacion
general de las células espermaticas en el semen fresco y en el
congelado y descongelado, se hall6 efecto significativo
(P<0.01) para los espermatozoides vivos totales o con
acrosoma y en la motilidad, a favor del semen fresco (tabla 3),
pero no en los espermatozoides normales (P>0.05).

Tabla 3. Medias globales para las variables evaluadas
en semen de cerdo (en por ciento)
Tipo de semen

Fresco Congelado EE £
n 10 10 -
Normales 89.00 85.62 0.66
Vivos
Totales 82.80 33.91 2.67**
Con acrosoma 77.00 22.73 1.74**
Motilidad 87.50 26.35 2.44*
** P<0.01

Cuando se descongeld el semen, se encontré efecto
significativo (P<0.01) de tratamiento para el porcentaje de
espermatozoides vivos y vivos con acrosoma integro. En el

caso de espermatozoides normales, no hubo efecto
significativo (P>0.05) de tratamiento. En ambos casos, el
diluyente de trehalosa sin glicerol fue el que determiné los
valores mas bajos. Se encontré un efecto significativo (P<0.01)
entre el semen fresco y el semen congelado y después
descongelado, para la variable de motilidad de los
espermatozoides. Los valores medios globales de motilidad
obtenidos en este trabajo para el semen fresco y
descongelado fueron de 87.50 y 26.35%, en ese orden. Asi, se
encontré una diferencia porcentual de 61.15 entre ambos tipos
de semen.

Después de descongelado y diluido el semen, se hallaron
diferencias significativas (P<0.01) entre tratamientos para la
motilidad en la prueba de termorresistencia (tabla 4). En este
sentido, los mejores resultados se obtuvieron cuando se
usaron los dos diluyentes sin trehalosa, es decir, el Westendorf
modificado y el Thilmant, junto con el que contenia trehalosa
con glicerol, en comparacion con el que no tenia este alcohol.

Tabla 4. Influencia del tipo de diluyente en las
caracteristicas de los espermatozoides de
semen porcino congelado y descongelado

Células, %
Vivas Vivas con

Diluyente' n’ Normales totales acrosoma
Westendorf

modificado 10 85.87 40.062 26.552
Thilmant 10 85.86 36.522 25.852
Trehalosa
Con glicerol 10 85.46 38.952 25.162
Sin glicerol 10 85.19 20.12° 13.54°
EE % - 0.46 1.88* 1.23*

" Para detalles, ver tabla 2

% Diez eyaculados y diez paijillas por eyaculado

** P<0.01

% )edias con letras desiguales en la misma columna
difieren significativamente (P<0.05) entre si

Los datos correspondientes a la influencia del diluyente en la
motilidad de los espermatozoides se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Influencia del tipo de diluyente en la
motilidad del los espermatozoides de
semen porcino congelado y
descongelado

Diluyente' n’ Motilidad, %
Westendorf

modificado 10 34.80°
Thilmant 10 30.10°
Trehalosa con glicerol 10 28.95°
Trehalosa sin glicerol 10 11.55°
EE * - 1.72*

" Para detalles, ver tabla 2

% Diez eyaculados y diez pajillas por eyaculado

** P<0.01

% \Medias con letras desiguales en la misma
columna difieren significativamente (P<0.05)
entre si

Inmediatamente después de descongelar y diluir el semen, el
porcentaje de motilidad espermatica fue inferior en el primer
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minuto, incrementandose con posterioridad en los minutos 15,
30 y 45 en los cuatro tratamientos. En general, se hall6 efecto
significativo (P<0.01) entre estos tratamientos en la variable de
motilidad de las células, cuando fue evaluada en los diferentes
tiempos de la prueba de termorresistencia. Asi se
manifestaron valores similares entre los tratamientos sin
trehalosa o con trehalosa/glicerol, encontrandose resultados
inferiores en el cuarto diluyente ensayado, consistente en
trehalosa sin glicerol. Estos datos se muestran en la tabla 6.
Los resultados obtenidos en esta investigacion para todos los

tratamientos, excepto el de trehalosa sin glicerol, son similares
a los de Bathgate et al (2006), quienes encontraron resultados
cercanos al 33% de motilidad espermatica, cuando el semen
fue evaluado de forma subjetiva a los 10 minutos después de
descongelarlo y diluirlo en medio Androhep para ser incubado
a 37°C. En este sentido, los mismos autores observaron
también que la motilidad de los espermatozoides, disminuy6 a
valores inferiores a 10% a las tres horas de incubado el semen
de los cerdos.

Tabla 6. Medias generales para la prueba de termorresistencia evaluada en el semen porcino
diluido con distintos diluyentes y descongelado a distintos tiempos

Tiempo, min

Diluyente' 1 15 30 45 60 75 90 105 120
Westendorf

modificada 22.50° 41.00° 43.00° 39.50° 37.00° 32.50° 30.50° 27.50° 23.00°
Thilmant 23.50° 43.50° 44.50° 43.50° 39.50° 37.00° 33.50° 27.00° 22.00°
Trehalosa

con glicerol  17.50° 39.50° 37.50° 35.50° 33.50° 29.50° 26.50° 22.50° 20.00°
Trehalosa

sin glicerol 8.00° 19.00° 18.50° 17.00° 15.00° 11.50° 8.50° 7.50°  5.50°
EE * 1.21* 1.51%  1.52%* 154" 157  1.39% 1.21*  1.30**  1.43*
" Para detalles, ver tabla 2 y anexo 1

** P<0.01

2 Medias con letras desiguales en la misma columna difieren significativamente (P<0.05) entre si

Tirapicos et al (2000), obtuvieron resultados un poco inferiores
a los encontrados en este estudio con tres de los cuatro
diluyentes probados, ya que informaron porcentajes de
motilidad de 27, 37, 35 y 29 a los 15, 30, 45 y 60 minutos
respectivamente después de descongelar, diluir e incubar el
semen a 37°C.

Gosadlvez et al (2003) estudiaron tres temperaturas para la
descongelacion de semen de verraco (22, 42 y 50°C) en
diferentes tiempos de almacenamiento en nitrégeno liquido (3,
10 y 30 dias) y evaluaron el porcentaje de motilidad
espermatica y la morfologia del acrosoma normal en los
espermatozoides descongelados. Los mejores resultados los
obtuvieron a los 42°C y a los tres dias de congelado el semen
con valores de 31.3% de motilidad; no encontraron diferencia
significativa respecto a la temperatura de 50°C. Este resultado
es similar al obtenido en la presente investigacion, para todos
los diluyentes ensayados, con excepciéon del de trehalosa y
glicerol.

En lo que respecta a la adicion de Equex STM paste, Thilmant
(1997) en su trabajo de investigacion hallé que su adicion en el
diluyente para la congelacion de semen de cerdo, causaba un
efecto positivo, ya que mejoraba en un 10-20% los porcentajes
de motilidad y acrosomas normales.

Segun los resultados obtenidos, se concluye que los mejores
resultados de motilidad en la prueba de termorresistencia
durante los 120 minutos a 37°C en los que se realiz6 la
evaluacion en espermatozoides congelados/descongelados se
obtuvieron con los diluyentes Westendorf modificado,
Thilmant, y el de trehalosa con glicerol, por lo que se
recomienda su uso indistintamente.
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Anexo 1. Diluyentes de semen porcino usados en la prueba de
termorresistencia

Westendorf Trehalosalglicerol
Item modificado  Thilmant Con Sin
Diluyente para refrigeracion
Glucosa, g 2.5 - - -
Yema de huevo, mL 10 34 10 10
Fructosa, g - 8.5 - -
NaCOszH, g - 0.15 - -
Cisteina - 0.015 - -
Trehalosa, g - - 3.75 3.75
Agua, mL? 50 150 50 50
Diluyente para congelacion
Glucosa, g 2.5 - - -
Yema de huevo, mL 10 34 10 10
Equex STM paste, mL' 0.563 1.69 0.563 0.563
Glicerol, mL 3 9 3 -
Fructosa. g - 8.5 - -
NaCOzH, g - 0.15 - -
Cisterna, g - 0.015 - -
Trehalosa - - 3.75 3.75
Agua, mL? 50 150 50 50

T Para detalles, ver Thiltmant (1997)
2 Destilada, después desionizada. Volumen final
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