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RESUMEN

Se compararon cuatro diluyentes para la criopreservaciéon de semen porcino. Para el congelamiento del semen, se emplearon cuatro
tratamientos: Westendorf modificado, Thilmant, trehalosa con glicerol y trehalosa sin glicerol. Se estudi6 la motilidad, espermatozoides
vivos, normales e integridad acrosomal en el semen fresco y descongelado. Se utilizaron pajillas de 0.5 mL y se descongel6é a una
temperatura de 56°C durante 12 segundos. Se evaluaron 10 eyaculados del mismo semental, examinando 10 pajillas de cada
eyaculado en cada tratamiento. Para las variables de calidad esperméatica se realizé6 andlisis de varianza bajo un modelo de bloques
anidados en cada tratamiento.

Al comparar los valores globales del semen fresco con los del semen descongelado, se hallé diferencia significativa (P<0.05) para la
motilidad, espermatozoides vivos y espermatozoides vivos con acrosoma integro. Para espermatozoides normales, no se encontrd
diferencia. (P>0.05) entre tratamientos. Para las variables de motilidad, espermatozoides vivos y espermatozoides vivos con acrosoma
integro en el semen descongelado, se encontr6 diferencia significativa (P<0.01) entre los cuatro tratamientos, presentandose los valores
mas altos en los diluyentes Thilmant, Westendorf modificado y trehalosa con glicerol, y el valor mas bajo se obtuvo en el diluyente de
trehalosa sin glicerol. En los espermatozoides normales no se encontré diferencia significativa (P>0.05) entre tratamientos.

En conclusion, si se afect6 la calidad espermatica del semen porcino criopreservado en diluyentes que difieren en su composicion.
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COMPARISON OF EXTENDERS FOR CRIOPRESERVATION OF PIG SEMEN

SUMMARY

Four extenders for cryoconservation of pig semen were compared. Four treatments were used for freezing semen: Westerdorf modified,
Thilmant, and trehalose with or without glycerol. A study was made of live and normal spermatozoids, and accrosomal integrity of fresh
and thawed semen. Straws of 0.5 mL were utilized and thawing was conducted at 56°C during 12 seconds. Ten ejaculates from the
same sire were evaluated, examining 10 straws from every ejaculate per treatment. Semen quality variables were compared following an
analysis of variance according to a nested block model in every treatment.

When overall values of fresh and thawed semen were compared, significant (P<0.05) differences were encountered for matility, alive
spermatozoids and spermatozoids with intact accrosoma. There were no significant (P<0.05) differences among treatments for normal
spermatozoids. There were significant differences (P<0.01) among treatments in thawed semen for motility, alive spermatozoids and
spermatozoids with intact accrosoma, showing higher values for Thilmant, Westerdorf modified and trehalose with glycerol extenders,
and the lowest values in trehalose with glycerol There were not significant (P>0.05) effect of treatment in normal spermatozoids.

In conclusion, pig semen quality was affected when cryopreserved with extenders varying in its composition.

Key words: pigs, extenders, semen quality, conservation

Short title: Extenders for pig semen cryoconservation

295



Revista Computadorizada de Produccién Porcina

Volumen 20 (nimero 1) 2013

Diluyentes en la crioconservacion de semen porcino/Extenders for pig semen cryoconservation

INTRODUCCION

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

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
descongelaciéon; ademéas la concentracién espermatica. Sin
embargo, a pesar de estos esfuerzos, no ha sido posible abatir
la baja fertilidad caracteristica del semen descongelado en la
especie porcina, causada por una combinacién de efectos en
la fisiologia y morfologia de los espermatozoides durante el
proceso de congelacién-descongelaciéon (Medrano y Holt
1998). Estos estudios han sido realizados también en nuestro
laboratorio (Benitez et al 2009; Navarrete et al 2010; Orozco et
al 2011).

Aunque los estudios y modificaciones mas recientes en las
técnicas de congelacion y aplicacion de semen congelado han
mejorado significativamente los resultados de fertilidad y
prolificidad, 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 2003). El objetivo de este trabajo fue
comparar diferentes diluyentes para la criopreservacion de
semen porcino evaluando su calidad espermética.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia de
Reproduccion Animal, de la Unidad Académica de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad.

Se evaluaron 10 eyaculados de un mismo semental,
evaludndose 10 pajillas de cada eyaculado en cada
tratamiento. Las variables a medir fueron la motilidad
espermatica, porcentaje de espermatozoides vivos/muertos,
porcentaje de espermatozoides normales/anormales
(morfoanomalias) y porcentaje de integridad acrosomal.

Para comparar la calidad esperméatica en la criopreservacion
de semen porcino se formaron cuatro tratamientos consistente
en el uso de distintos diluyentes: dextrosa (Westendorf
modificado por Roca et al 2003), fructosa (Thilmant 1997,
trehalosa con glicerol y trehalosa sin glicerol.

La extraccion del semen se realizé de un semental Pietrain x
Yorkshire por medio de la técnica de mano enguantada. Sélo
se colect6 la porcion rica en espermatozoides y se realizaron
las evaluaciones macroscopicas (volumen, temperatura, color
y pH) y microscépicas (motilidad, concentracién, relacion de
espermatozoides  vivos/muertos, normales/anormales e
integridad acrosomal) del eyaculado. Se utilizé la tincion de
eosina/nigrosina para valorar la vitalidad (vivos/muertos) y las
morfoanomalias.

Para determinar la integridad acrosomal se empleé la técnica
de Talbot y Chacon (1981). 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 fracciéon A (diluyente de
refrigeracién) y B (diluyente de congelacion).

El semen fue descongelado posterior a 15 dias de su
congelacion. La descongelacion se realiz6 en un bafio de
Maria a una temperatura de 56°C durante un tiempo de 12
segundos. De cada una de las pajillas descongeladas, se
tomaron 100 pL para realizar la evaluacién de integridad
acrosomal, se tomé una gota para evaluar la motilidad y otra
gota para hacer un frotis con eosina/nigrosina.

El experimento se condujo de acuerdo con un disefio en
bloques al azar, considerando a cada eyaculado como bloque
anidado en cada uno de los cuatro tratamientos. Los datos
fueron manipulados mediante un paquete estadistico ad hoc
(SAS 2009) para efectuar un analisis de varianza segun una
clasificacion simple y se emple6 la décima de Duncan para
establecer las diferencias entre medias (Steel y Torrie 1980).

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Se compararon los valores del semen fresco con los
parametros de calidad espermatica para determinar si los
eyaculados eran criopreservados. En la tabla 1, se muestran
los valores medios globales obtenidos para las variables de
calidad espermética evaluadas en el semen recién eyaculado.

Tabla 1. Valores globales para las variables
evaluadas en el semen porcino

fresco®
Variables Media DE +
Motilidad, % 87.5 2.6
Espermatozoides
Vivos; % 82.8 2.8
Normales, % 89.0 1.8
Integridad acrosomal, % 77.0 3.7

"h =10

A partir de los resultados obtenidos en la evaluacién del
semen, se procedio a criopreservar los 10 eyaculados.

Poto et al (2000) y Rozeboom (2000) informaron que un
eyaculado de buena calidad debe tener como minimo 80% de
espermatozoides con movimiento progresivo, 70-80% de
células espermaticas vivas y un maximo de 20% de
espermatozoides anormales para ser considerado apto para
su congelacién. Martin et al (1996) mencionan que para que
una muestra de semen pueda ser considerada para la
criopreservacion, deberd mostrar al menos 70% de
espermatozoides con acrosomas normales.

296



Revista Computadorizada de Produccién Porcina

Volumen 20 (nimero 1) 2013

Diluyentes en la crioconservacion de semen porcino/Extenders for pig semen cryoconservation

Los parametros de calidad de semen evaluados después del
proceso de congelaciéon/descongelacién se muestran en la
tabla 2. Se puede observar que en los diluyentes Thilmant,
Westendorf modificado y con trehalosa con glicerol se
obtuvieron los mayores porcentajes de motilidad,
espermatozoides vivos y espermatozoides vivos con integridad
acrosomal (P<0.01). Los resultados demuestran que estos tres
diluyentes que contenian glicerol tuvieron mejor capacidad

para proteger a los espermatozoides durante la
criopreservacion en comparacion con el diluyente de trehalosa
sin glicerol. La variable porcentaje de espermatozoides
normales no fue afectada significativamente (P>0.01) en los
diferentes diluyentes. El tipo de azlcar en los diluyentes
Thilmant, Westendorf modificado y trehalosa con glicerol, no
influy6 significativamente (P>0.05) en los parametros de
calidad evaluados en este estudio (tabla 2)

Tabla 2. Parametros de calidad de semen porcino evaluados después del
proceso de congelacién/descongelacién con diferentes diluyentes

Diluyentes
Westendorf Trehalosa  Trehalosa

Variables Thilmant modificado  con glicerol _ sin glicerol DE #
Motilidad, % 34.80° 30.10° 28.95° 11.55° 7.23**
Espermatozoides

Vivos, % 40.06° 36.52° 38.95° 20.12° 7.12**
Normales, % 85.87% 85.86% 85.46% 85.19% 1.02%
Integridad acrosomal, % 26.55% 25.85% 25.16% 13.54" 3.65**

** P<0.01

* Medias sin letras en comtn en la misma fila difieren significativamente (P<0.05) entre si

Los mejores valores de motilidad fueron similares a los
hallados por Bathgate et 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, estos
investigadores informaron un 33% para motilidad espermatica
a los 10 minutos de descongelado el semen, también
observaron motilidades de 10 y 2% a las tres y seis horas de
incubado, respectivamente.

Los resultado de la variable espermatozoides vivos obtenidos
fueron ligeramente inferiores a los obtenidos por Guzman
(2003), quien hallé porcentajes de espermatozoides vivos de
49.4, 46.0, 40.4 y 38.5, cuando las dosis fueron almacenadas
por ocho, 15, 21 y 30 dias, respectivamente, concluyendo en
su investigacion, que los valores de espermatozoides vivos
fueron disminuyendo conforme fue transcurriendo el tiempo de
conservacion.

Los valores de espermatozoides vivos fueron similares a los
de Waterhouse et al (2006), ya que al evaluar la tolerancia a la
congelacion de semen de cerdo de diferentes razas,
observaron que después de la congelacion-descongelacion los
porcentajes de espermatozoides vivos se redujeron muy
significativamente, 48.9 y 45.6%, comparandolo con el semen
fresco, para las razas Landrace y Duroc, respectivamente.

Poto et al (2000) encontraron valores medios de 59 y 33%
para espermatozoides con acrosomas normales al comparar
los métodos de congelacion de semen propuestos por
Thilmant contra el utilizado por Westendorf, respectivamente.
En otra investigacion realizada por Gosalvez et al (2003), al
evaluar los acrosomas normales en muestras de semen
descongelado a diferentes temperaturas y tiempos,informaron
36.2% para los mejores valores medios que obtuvieron al
hacer dicha evaluacién. Por otra parte, Thilmant (1997) evalué
el efecto de la adicion del detergente Equex STM en el
diluyente para la congelacion de semen de cerdo y determiné
el porcentaje de acrosomas intactos en espermatozoides
descongelados, y asi obtuvo valores medios de 56 y 30% para

el semen congelado en diluyentes con y sin Equex STM,
respectivamente.

En conclusién, se sugiere que si se afecta la calidad
espermatica del semen porcino criopreservado en diluyentes
que difieren en su composicién. Con respecto a los resultados
obtenidos en esta investigacion, se observo 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.
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