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Resumen

El problema real que presenta la criopreservacion no es la habilidad de la célula
espermatica para mantenerse viable durante el almacenaje a -196°C, sino la combinacion de
efectos que en el proceso del congelado-descongelado, tienen una accién dafina sobre la
fisiologia y morfologia espermatica. El dafio celular que ocurre por la congelacion y la
descongelacion se refleja en una disminucion de la motilidad y dafios ultraestructurales en
la membrana. El objetivo fue evaluar el efecto de la temperatura sobre la motilidad
progresiva de los espermatozoides de cerdos de diferentes grupos raciales. Se utilizd un
semental de cada raza comercial (Yorkshire, Landrace y Duroc) se obtuvieron tres
eyaculados por cada semental en forma alternada y se evaluaron por triplicado las muestras
en fresco y en descongelado. Los resultados mostraron una disminucion significativa
(P<0.05) en el porcentaje de espermatozoides motiles en el semen descongelado en los
grupos raciales estudiados. En semen fresco el porcentaje de espermatozoides motiles no
presentd diferencias significativas entre razas. Sin embargo cuando se descongeld los
resultados reportaron una disminucion significativa (P<0.05) En la raza Yorkshire
disminuyo el 49.83 %, en Landrace 54.5 %, y en la raza Duroc el 61.00 %. El porcentaje
mas alto de pérdida de motilidad progresiva se obtuvo en la raza Duroc.

Palabras clave. Criopreservacion, espermatozoide, cerdo.

Abstrac
The actual problem with the cryopreservation is not the ability of the sperm cell to

remain viable during storage at -196 ° C, but the combination of effects in the process,
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frozen-thawed have a harmful effect on the physiology and sperm morphology. Cell
damage that occurs from freezing and thawing is reflected in a decreased motility and
ultrastructural damage to the membrane. The objective was to evaluate the effect of
temperature on the progressive motility of pigs of different racial groups. A stallion of
each commercial race (Yorkshire, Landrace and Duroc) was used were obtained three
ejaculates per stallion alternately and evaluated in triplicate samples in fresh and thawed.
The results showed a significant (P <0.05) in the percentage of motile sperm in the semen
thawed in the racial groups studied. In fresh semen the percentage of motile sperm were
no significant differences between races. However when thawed the results reported a
significant decrease (P <0.05) in the breed Yorkshire decreased 49.83%, 54.5% in
Landrace, Duroc and the 61.00%. The highest percentage loss of motility was obtained in
the Duroc breed.

Keywords. Cryopreservation, sperm, pigs.

Introduccion

El problema real que presenta la criopreservacion no es la habilidad de la célula
espermatica para mantenerse viable durante el almacenaje a -196°C, sino la combinacion de
efectos que en el proceso del congelado-descongelado, tienen una accidn dafiina sobre la
fisiologia y morfologia espermatica, al pasar la célula por un intervalo de temperatura
critica de -15°C a -60°C, durante el cual se producen fenémenos que se derivan del proceso
de enfriado, tales como formacidn de cristales intra y extra celular, deshidratacion y
distorsion de la membrana (Palacios,1994; Watson,1995).

El semen porcino difiere de otras especies de animales domésticos, ya que es
producido en gran volumen, pero es extremadamente sensible al choque por frio;
inmediatamente después de su coleccion solo tolera niveles relativamente bajos de glicerol
para su congelamiento, caracteristicas que deben ser consideradas al realizar el proceso de
criopreservacion, ya que se sabe que esta técnica induce dafios en el espermatozoide
(Watson, 2000; Holt et al., 2005; Meyers, 2005).

La evaluacion del semen para su uso en la inseminacion artificial y congelacién, ha
sido basada principalmente en el examen microscopico de la motilidad y morfologia del
espermatozoide. Sin embargo; aungue estas evaluaciones son valiosas no siempre son

exactas (Ostermeier et al., 2000). Diversos autores reportan que el dafio producido por el
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proceso de congelacion-descongelacidn ocurre principalmente en la membrana plasmatica
(Watson, 1995; Noiles et al., 1997; Neild et al., 2003).

El dafio celular que ocurre por la congelacion y la descongelacion se refleja en una
disminucion de la motilidad y dafios ultraestructurales en la membrana (Johnson et al.,
2000).

El objetivo de este trabajo fue evaluar los dafios que ocurren a los espermatozoides
por la temperatura de criopreservacion y su efecto sobre la motilidad y morfologia.
Metodologia

El presente trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Animal de la
Unidad Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia, dependiente de la Universidad
Autonoma de Nayarit, ubicada en la Ciudad de Compostela Nayarit., en el Km. 3.5 de la
carretera de cuota Compostela-Chapalilla. Localizada geograficamente al suroeste del
estado de Nayarit, a una altitud de 1021 metros sobre el nivel del mar, con una
temperatura media anual de 18°C, cuenta con un clima templado seco y una precipitacion
pluvial de 900 mm.

Animales Experimentales. En esta investigacion se utilizé un semental de cada
raza comercial (Yorkshire, Landrace y Duroc). Se obtuvieron tres eyaculados, de manera
alterna y se evaluaron en fresco y en descongelado. Los sementales permanecieron
estabulados en una corraleta individual, alimentados con la dieta de la granja y agua a
libre acceso, no se realiz6 ningiin manejo especial para los sementales.

La coleccion del semen se realizo en las horas mas frescas de la mafana, por
medio de la técnica de mano enguantada, se colecté Unicamente la fraccion rica en
espermatozoides, en un recipiente térmico de boca ancha a 37°C, provisto de una bolsa de
plastico con un filtro para separar la porcion gelatinosa (Rillo-Martin, et al., 1996). Se
obtuvieron tres eyaculados por cada semental en forma alternada.

Inmediatamente después de obtener el eyaculado, se evalud por medio de técnicas
de laboratorio, tanto macroscopicas (volumen, color, temperatura), como microscopicas
(motilidad, concentracién espermatica, relacion de espermatozoides vivos y muertos y
anormalidades), con el propdsito de determinar la calidad del eyaculado (Cordova et al.,
1995; Hernandez, 1998).

Caracteristicas microscopicas: Motilidad progresiva, la evaluacién de la motilidad
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se realiz6 colocando una gota de semen sobre un portaobjetos previamente atemperado a
37°C y se cubri6 con un cubre objetos, inmediatamente se observé al microscopio con el
objetivo seco débil (10X), emitiendo un valor de 0 a 100% a la proporcion de los
espermatozoides con movimiento rectilineo-progresivo (Rillo - Martin, et al., 1996).

Concentracion espermatica: Para la concentracion espermatica, se utilizé un
fotometro: Porcine SpermaCue (Minitub®), modelo 12300/0500. Se depositd una gota de
semen en la cubeta del fotémetro, misma que se introdujo en el lector y después de 10
segundos se realizo la lectura de la concentracion espermatica en la pantalla digital del
fotometro. (Hernandez, 1998).

Relacion de espermatozoides vivos y muertos. Se emple6 la tincion de eosina-
nigrosina (Barth y Oko, 1989). El porcentaje de espermatozoides vivos se evalud a travées
de la observacion de un frotis en el microscopio Optico. Se utilizé una platina caliente a
37°C y se colocd un portaobjetos limpio para atemperarlo; en éste se depositd una gota de
semen conservado en bafio Maria a la temperatura de extraccion, y se agregé una gota de
colorante eosina-nigrosina, también atemperada a 37°C se mezclé perfectamente con un
palillo de madera, luego, con la ayuda de otro portaobjetos colocado en un angulo de 45°,
se extendid la muestra y se hizo un frotis delgado, el cual se dejo secar a temperatura
ambiente. Posteriormente se procedio a la evaluacion con microscopio éptico con el
objetivo de (100X). Se contaron 100 células en diferentes campos Opticos y se considero:
Espermatozoides muertos, los que tifieron su cabeza de color rosa y Espermatozoides vivos,
los que no se tifieron. (Relacion de espermatozoides vivos muertos = vivos — muertos).
(Hernéndez, 1998).

La morfologia espermatica normal y anormal (Normalidad = a células normales —
células anormales). Se contaron 100 espermatozoides en diferentes campos Opticos,
clasificando las células con base a anormalidades primarias y secundarias

Solo se congelaron eyaculados con mas del 80% de motilidad, menos del 15% de
morfoanomalias, y una concentracion espermatica de 300 X10° por mL.

Congelacién del Semen. Para la congelacién se utilizé el método descrito por
Westendorf et al. (1975) y modificado por (Bwanga et al., 1990; Cérdova y Pérez.,
2001).

Descongelacién. Después de 15 dias de almacenamiento en nitrogeno liquido, se
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descongelaron las pajillas que fueron extraidas del nitrogeno liquido e introducidas en un
bafio Maria a 56°C durante 16 segundos, se saco la pajilla, y se dejo estabilizar por 10
minutos a temperatura ambiente. EIl contenido de la pajilla se depositd en un tubo de
ensayo con 0.5 mL de diluyente B.T.S. a 37°C dentro del bafio Maria para continuar con
la evaluacion de los espermatozoides.

Disefio Experimental y variables medidas. El disefio utilizado fue
completamente al azar con submuestreo, considerando como submuestreo los diferentes
eyaculados en cada raza.

Los datos se analizaron con un andlisis de varianza, de acuerdo a la metodologia
descrita por Steel et al.(1997), empleando el paquete computacional SAS (1995),
comparando las medias para establecer sus diferencias, con la prueba de Tuckey (P<
0.05).

Las variables que se midieron fueron: Porcentaje de motilidad progresiva y

Porcentaje de espermatozoides vivos.

Resultados

Los resultados obtenidos al evaluar el efecto de la temperatura de criopreservacion
sobre la motilidad progresiva que se observan en el cuadro 1y en la grafica 1, mostraron
una disminucidn significativa (P<0.05) en el porcentaje de espermatozoides motiles en el
semen descongelado en los grupos raciales estudiados.

En semen fresco el porcentaje de espermatozoides motiles no presento diferencias
significativas entre razas.

Sin embargo cuando se descongel6 los resultados reportaron una disminucion
significativa (P<0.05) En la raza Yorkshire disminuyo el 49.83 %, en Landrace 54.5 %, y
en la raza Duroc el 61.00 %. El porcentaje mas alto de pérdida de motilidad progresiva se
obtuvo en la raza Duroc.

Cuadro 1. Medias globales para las variables motilidad y espermatozoides vivos en el

espermatozoide fresco y descongelado en los diferentes grupos raciales.

Razas Yorkshire Landrace Duroc
Tratamientos Fresco Descong | Fresco Descong |Fresco Descong
Variables
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Motilidad 86.66° 36.83" 83.33* 28.83° 85.00° 24.00°
Spz. Vivos 83.66° 42.33" 81.33* 34.33° 78.00° 31.16°

Medias con la letra diferente por fila, son diferentes significativamente en las comparaciones en cada raza (P< 0.05, Tukey).
Spz. (espermatozoides).

100

80

60

Porcentaje

40

20

Yorkshire Landrace Duroc
# Fresco 86.66 83.33 85.00

1 Descongelado 36.83 28.83 24.00

Grafical. Porcentaje de motilidad progresiva del espermatozoide fresco y descongelado en
los diferentes grupos raciales estudiados.

Los resultados obtenidos al evaluar el efecto de la temperatura sobre los
espermatozoides vivos, que se mostraron en el cuadro 1y en la grafica2, revelaron una
disminucidn significativa (P<0.05) de espermatozoides vivos en los grupos raciales
estudiados al descongelar.

En semen fresco el porcentaje de espermatozoides vivos no presenté diferencias
significativas entre razas.

El cambio de temperatura de fresco a descongelado provocé dafios en la membrana
plasmatica de los espermatozoides y ocasiono la muerte de la célula espermatica, los
resultados manifiestan una disminucion significativa (P<0.05) en el porcentaje de

espermatozoides vivos en la razas; Yorkshire 41.33 %, Landrace 47.00 % y Duroc 46.84 %.
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Gréfica 2. Porcentaje de espermatozoides vivos en semen fresco y descongelado en los
diferentes grupos raciales estudiados.

a) espermatozoide vivo, b) espermatozoide muerto. tefiidos con eosina-nigrosina.

Discusion.

Con respecto a la motilidad progresiva, los resultados que se obtuvieron en el

presente estudio revelaron que el cambio de temperatura de fresco a descongelado provoco

en los espermatozoides pérdida de la motilidad, con diferencias significativas (P<0.05)
entre razas. El porcentaje mas alto de espermatozoides motiles se observo en la raza

Yorkshire, el segundo lugar para la raza Landrace y con el porcentaje mas bajo la raza

Duroc. Resultados que coinciden con lo reportado por Almid y Hofmo (1996), para la raza

Duroc, con el menor porcentaje de motilidad, y se coincide también con los resultados

reportados para las razas Landrace y Yorkshire con los mejores porcentajes de motilidad al

congelado-descongelado. (Arancibia-Salinas, et al., 2007), reportaron resultados muy
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similares de motilidad en semen congelado-descongelado de cerdos de las razas Yorkshire,
Landrace, Duroc y Pelon Mexicano.

Flores, (2005), reporto resultados similares con disminucion de motilidad
espermatica al congelar semen de cerdo con enfriado lento, hasta -5°C previo a la
congelacion. Estudios realizados en Europa y en los Estados Unidos muestran que la
motilidad espermaética en cerdos puede variar entre un 20 y 50 % después de la
congelacién, encontrandose tasas de pariciones que pueden ir del 40 al 70 %, mientras que
el tamafio de camada va de 6 a 10 lechones (Almlid y Hofmo, 1996; Gadea et al., 2001
2003).

El proceso de congelado-descongelado del semen ocasiona una disminucién en el
porcentaje de espermatozoides motiles, lo que afecta el éxito en la gestacion de las cerdas
inseminadas con este tipo de células (Huang et al., 1999, Ruiz et al., 2002, 2003; Gadea et
al., 2003; Roca et al., 2003). Al respecto se ha mencionado que el mejor porcentaje de
motilidad est4 asociado a un enfriamiento lento en temperaturas cercanas a 0°C (previo a la
formacion de hielo), ya que en experimentos donde se ha enfriado de +5°C a - 5°C a tasas
répidas, se ha visto un efecto detrimental en la criosupervivencia (Bwanga et al., 1991°;
Medrano et al., 2002; Gadea et al., 2003), por lo que se recomienda usar un enfriado lento
hasta -5°C y aumentar la velocidad de enfriado por debajo de esta temperatura (Bwanga et
al., 1991°; Medrano et al., 2002; Kumar et al., 2003; Thurston et al., 2002; Ruiz et al.,
2002). Por otra parte se ha estimado que el porcentaje minimo de motilidad progresiva en el
semen diluido preservado a 15°C para asegurar que se tendra una fertilidad aceptable es de
60 % (Johnson et al., 2000); en esta investigacion el porcentaje de motilidad promedio en
semen descongelado, fue del 30 %, y en cuanto a raza la motilidad més alta se obtuvo en la
raza Yorkshire con 37 % porcentajes diferentes a los reportados por (Bwanga et al., (1991%)
al congelar semen porcino en minipajillas.

En cuanto al porcentaje de espermatozoides vivos, los resultados obtenidos en este
trabajo revelaron que el cambio de temperatura de fresco a descongelado provoco dafios en
la membrana plasmatica de los espermatozoides, ocasionandole la muerte. Los dafios a la
membrana provocaron una disminucion significativa (P<0.05) en el porcentaje de
espermatozoides vivos en el semen descongelado. La raza Yorkshire mostrd el porcentaje

mas alto de espermatozoides vivos, en segundo lugar la raza Landrace y con el porcentaje
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mas bajo la raza Duroc. Estos resultados coinciden con los reportados por Flores, (2005);
Al congelar semen de cerdo, para evaluar la funcionalidad de la membrana plasmatica,
utilizando tasas de enfriado lento, report6 una disminucion promedio del 30 % de
espermatozoides vivos en semen descongelado. Arancibia-Salinas et al., (2007), report6
porcentajes de espermatozoides vivos muy similares a los encontrados en esta investigacion
en espermatozoides descongelados de cerdo de las razas, Yorkshire, Landrace y Duroc
utilizando la técnica de congelacion de Thilmant. Martinez et al. (2006), al congelar semen
de bovino reportaron resultados similares de disminucién en el porcentaje de
espermatozoides vivos en semen descongelado.

De Leeuw, et al. (1991), reportaron que el enfriado del espermatozoide en general
disminuye el porcentaje de células con membrana intacta, sobre todo cuando el enfriado se
realiza en forma rapida, ya que se considera que la membrana plasmatica es la estructura
celular que presenta mayor dafio en su integridad (Watson, 2000; Holt et al., 2005; Meyers,
2005). El cambio de fluidez hace que la MP se desestabilice y sea susceptible a que ocurra
una reaccion acrosomal prematura, lo que trae como consecuencia que la vida de los
espermatozoides se vea acortada (Ruiz et al., 2002; Matés et al., 2002; Martinez et al.,
2006).

Conclusiones

El cambio de temperatura de fresco a descongelado provocé en los espermatozoides
pérdida de la motilidad, con diferencias significativas (P<0.05) entre razas.

En semen descongelado, la raza Yorkshire mostro el mayor porcentaje de motilidad,
después la raza Landrace y con el menor porcentaje la raza Duroc.

El cambio de temperatura de fresco a descongelado provocé dafios en la membrana
plasmatica de los espermatozoides ocasionando la muerte a la célula espermatica, con
diferencias significativas (P<0.05) entre razas.

El porcentaje de espermatozoides vivos en el semen descongelado, fue mayor en la
raza Yorkshire, en segundo lugar la raza Landrace y con el menor porcentaje la raza Duroc.
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