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RESUMEN

El objetivo fue evaluar el efecto crioprotector del tipo de azlcar en el diluyente sobre la criopreservacion
del semen de cerdo pel6n mexicano. Se obtuvieron 30 eyaculados de cinco verracos sexualmente
maduros, los cuales fueron mezclados, diluidos y congelados en cuatro diferentes crioprotectores: glucosa
(T1), lactosa (T2), fructosa (T3) y trehalosa (T4). La descongelacion se realizé a 37 °C y se evaluaron los
parametros de motilidad (sistema CASA), viabilidad espermética (IP), actividad mitocondrial (JC-1),
integridad del acrosoma (FITC-PSA) y de la membrana plasmética de la cola (Host). La Motilidad total (MT)
y la velocidad de la trayectoria media (VAP) fueron superiores (P < 0.02) en T1 y T2, mientras que la
velocidad curvilinea (VCL) fue mayor (P < 0.05) en T1. Las otras variables asociadas a la motilidad fueron
similares (P>0.05) al igual que la viabilidad y la membrana espermatica de la cola. La actividad mitocondrial
fue mayor (P < 0.005) en T2 y T4. La integridad del acrosoma fue mayor (P<0.001) en T2 y T4. En
conclusion, el diluyente con lactosa es el mas adecuado para la criopreservacion del semen de cerdo pelén
mexicano.

Palabras clave: criopreservacion, semen, azlcares, cerdo pel6n mexicano.

ABSTRACT
The aim of the study was to evaluate the cryoprotective effect of four types of sugars on the cryopreservation
of Mexican hairless boar semen. Twenty ejaculates were collected from five sexually mature boars, which
were mixed, diluted and cryopreserved in four different cryoprotective extenders: T1: glucose, T2: lactose,
T3: fructose and T4: trehalose. The straws were thawed at 37 °C and motility parameters were evaluated
with the CASA system, sperm viability (IP), mitochondrial activity (JC-1), acrosome integrity (FITC-PSA)
and plasma membrane integrity in the tail (Host). Total motility (MT) and mean trajectory velocity (VAP)
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were higher (P <0.02) in T1 and T2, while the curvilinear velocity (VCL) was higher (P <0.05) in T1, the
other variables associated with motility were similar (P> 0.10), as well as sperm viability and Host.
Mitochondrial activity was higher (P <0.005) in T2 and T4. The integrity of the acrosome was greater (P
<0.001) in T2 and T4. In conclusion, lactose proved to be the best extender for the cryopreservation of
Mexican hairless boar semen.

Keywords: cryopreservation, semen, sugars, Mexican hairless pigs.

INTRODUCCION

El Cerdo Pel6on Mexicano (CPM) es descendiente de cerdos de tipo mediterrdneo. En
afos recientes, la poblacion de este genotipo se ha reducido drasticamente, y ha estado
sujeta a un proceso de erosion genética debido al cruzamiento indiscriminado con razas
de genotipo magro. Por otra parte, el elevado contenido de grasa intramuscular y el
espesor de la grasa dorsal son importantes para el curado de los productos cérnicos, ya
que esta caracteristica permite una lenta deshidratacion durante el proceso (Kucha et al.,
2023). Las razas locales reflejan una identidad cultural e historica. Por otra parte, a mayor
exposicion de una poblacion a un desafio ambiental, es mayor la probabilidad del
desarrollo de caracteres genéticos adaptativos especificos, asi, la preservacion de los
recursos zoogenéticos en riesgo puede realizarse a través de la criopreservacion de
gametos de aquellos animales con caracteristicas fenotipicas y genotipicas deseables
(Blackburn et al., 2023); esta técnica, asegura la disponibilidad a largo plazo de los
recursos genéticos (Boes et al.,, 2023) y su éxito depende de la comprension de los
factores que influyen en la sobrevivencia de los espermatozoides durante los procesos
de congelacién/descongelacion (C/D) (Contreras et al., 2023). Asimismo, Hensel et al.
(2023) sugieren que el verraco, la edad, raza y época del afio son factores que influye en
la variabilidad del eyaculado y en la sobrevivencia a la criopreservacion. Ademas, tanto
el almacenamiento, como la C/D causa estrés fisico y quimico a nivel de la membrana
plasmatica del espermatozoide (Socol et al., 2015).

En este sentido, la tasa de cambio en la temperatura debe ser tal, que permita el
movimiento del agua y los crioprotectores sin la formacion de hielo intracelular o dafios
irreversibles en la membrana (Ozimic et al., 2023); el dafio celular durante la congelacion
podria estar relacionado con la composicion lipidica de la membrana plasmatica, el estrés
oxidativo y la formacion de radicales libres; la velocidad de enfriamiento controlada
mejora la calidad espermatica a la descongelacién sin que se observe un efecto sobre la
peroxidacion de los lipidos (Baishya et al., 2014). Asi, el estrés osmotico induce dafios
en la membrana plasmatica y alteracién en el metabolismo del espermatozoide (Jin et al.,
2022). Este dafio, esta relacionado con la formacion de cristales de hielo en el interior de
la célula. El espermatozoide porcino ostenta una presion osmotica de 290-300 mOsm/l y
es capaz de tolerar desde 240 hasta 380 mOsm/I (Izquierdo et al., 2016); sin embargo,
cuando se congela con el diluyente F5 con osmolaridades que van de 420 a 580 mOsm,
se ha observado mayor motilidad progresiva, acrosoma intacto y espermatozoides
viables (Zeng et al., 2001).
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Durante los procesos de congelacion, se produce la lisis de las membranas debido a la
formacion de cristales de hielo; que afectan negativamente la supervivencia y capacidad
fecundante de las células espermaticas y, en consecuencia, disminuye la fertilidad y
prolificidad (Sieme et al., 2016). Por lo tanto, los agentes crioprotectores de baja toxicidad
celular, tienen la finalidad de reducir los dafios en las membranas durante el proceso de
congelacion, los cuales de acuerdo con su capacidad para difundirse a través de la
membrana citoplasmatica se pueden clasificar en: penetrantes, como; (el glicerol y
dimetilsulfoxido (DMSO), y no penetrantes, como; la lactosa y trehalosa (Silva et al., 2015;
Golshahi et al., 2018). En este sentido los estudios sobre la criopreservacion de semen
de berracos datan desde 1975, y desde entonces se han reportado el uso de diferentes
componentes en los diluyentes para la congelacion de semen porcino como; la yema de
huevo, el glicerol, el detergente sintético Orvus Es Paste (Pursel & Johnson, 1975) entre
otros.

No obstante, se han evaluado diversos azucares como crioprotectores no penetrantes,
entre los cuales se incluyen: glucosa, fructosa, lactosa y trehalosa (De mercado et al.,
2010; Athurupana et al., 2015; Cantanhéde et al., 2018; Pezo et al., 2020; Kamal et al.,
2023) donde, los que han dado mejores resultados en cerdos comerciales post-
descongelacion son la lactosa y la trehalosa, sin embargo, se desconocen los efectos de
diferentes diluyentes sobre la calidad seminal del cerdo pelén mexicano . Por lo que, el
objetivo fue evaluar diferentes azucares en el diluyente de congelacion para semen de
cerdo pelon mexicano y su efecto sobre la calidad seminal a la descongelacion.

MATERIAL Y METODOS

Esta investigacion se realizé bajo el reconocimiento de la norma oficial mexicana NOM-
027-Z00-1995, proceso zoosanitario del semen de animales domeésticos.

Localizacion

El trabajo se desarrollé en el area de produccién e investigacion agricola y pecuaria del
Instituto Tecnoldgico de Conkal, Yucatan, México (21°05’ Ny 89°32’ O), que se encuentra
a una altitud de 7 msnm, con clima tipo AWO, con precipitacion de 900 mm anuales y
temperatura promedio de 29 °C.

Animales utilizados y alimentacion

Se utilizaron cinco verracos sexualmente maduros de genotipo pelon mexicano de una
edad promedio de 1.5 afios, los cuales fueron alojados en corraletas individuales de 8
m?, en un sistema de cama profunda, utilizando como sustrato la cascarilla de arroz
provistos de bebedero tipo chupdon y comedero. Durante la fase experimental se les
proporciond el alimento en funcién de su peso (1.5% de su peso), dividido en dos
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porciones a las 8:00 y 16:00 h; la cual se formulé con base en los requerimientos
nutricionales del National Research Council (NRC, 2012).

Manejo de los animales

Los verracos se sometieron a un periodo de entrenamiento para la recoleccion de semen
dos veces por semana durante ocho semanas, para esto, se utiliz6 un maniqui
impregnado con la orina de cerdas en celo; las sesiones de entrenamiento tuvieron una
duracion de cinco minutos. El orden de los verracos para la monta del maniqui fue
aleatorio, con la finalidad de eliminar posibles efectos olfativos que pudiesen influir
durante el adiestramiento y en las extracciones seminales:

Obtencion y manejo de los eyaculados

Se obtuvieron un total de 30 eyaculados de 5 verracos (6 eyaculados/verraco), a los
cuales se les eliming la fraccion de gel (tapioca) de la liquida. Posteriormente, la fraccidon
rica en espermatozoides (liquida) fue transportada al laboratorio de tecnologia de semen
del Instituto en un termo (magapor®) a una temperatura de 37 °C y se evaluo el volumen,
la motilidad y la concentracion espermatica, espermatozoides vivos y anormalidades
utilizando los procedimientos estandar de laboratorio. Para las pruebas de congelacion,
solamente se utilizaron muestras de semen de eyaculados que tuviesen una
concentracion espermatica 2200 x 10® mL™%, motilidad = 75% y espermatozoides viables
= 80%. y menos del 15% de anomalias espermaticas. De la fraccion rica del eyaculado
se obtuvieron 6 mL los cuales se diluyeron en la solucion BTS (Beltsville Thawing
Solution) 1:1 (vol/vol) (Pursel & Johnson, 1975), la cual se preparé con: 205 mM de
glucosa, 20.39 mM de NaCl, 5.4 mM KCI, 15,01 mM de NaHCO3, 3.35 mM EDTA y 200
mg sulfato de kanamicina L. El semen diluido fue transferido a tubos Eppendorf® de
plastico con capacidad de 15 mL.

La criopreservacion se realiz6 mediante el protocolo reportado por De Mercado et al.
(2010), que consistio en centrifugar el semen diluido en BTS a 2400 x g durante 3 min
(BIOHAZARD, Cole-Parmer®), eliminando el sobrenadante por aspiracion (Pedrosa et al.,
2021), y suspendiendo nuevamente el precipitado (pellet) con BTS. Posteriormente,
todos los eyaculado se mezclaron (pool) y se les adicioné el diluyente de congelacion
correspondiente a cada tratamiento (Tabla 1), hasta llegar a una concentracion de 1.5 x
10° células mL. Los tratamientos estuvieron definidos por el tipo de azlcar utilizado
como crioprotector.

Una vez obtenida la concentracion espermatica deseada en los diferentes diluyentes, las
muestras se enfriaron a 5 °C durante 120 min (etapa de estabilizacién). Posteriormente
se realiz6 una segunda dilucién, utilizando el diluyente correspondiente a cada
tratamiento, el cual fue adicionado con Orvus Es Paste® al 1.5% y glicerol al 6 6 9%; la
concentracion final fue 1 x 10° células mL2. Después de la segunda dilucién, el semen
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fue empacado en pajillas de 0.5 mL de PVC-francés (pajuelas Minittib, Tiefenbach®,
Alemania). Al finalizar el empajillado (3 pajillas/tratamiento), éstas se sometieron a
vapores de nitrdgeno durante 20 min y finalmente se sumergieron en el nitrégeno liquido
a -196°C, donde permanecieron almacenadas hasta el momento de la descongelacion
para su andlisis. El procedimiento de descongelacion de las pajillas fue mediante la
inmersién de las pajillas en agua a 37°C durante 20 s.

Tabla 1. Composicion de los diluyentes de congelacion |y Il (mM)
Diluyente de congelacion |

Componentes Glucosa Lactosa Fructosa Trehalosa
T1 T2 T3 T4

Tris (mM) 111

Glucosa (mM) 185

B-Lactosa (mM) 310

Fructosa (mM) 408.1

Trehalosa (mM) 375

Acido citrico (mM) 31.4

NaHCOs (mM) 15

Cisteina (mM) 1.15

Sulfato de Kanamicina pg/ml 100

Yema de huevo (%) 20 20 22.5 20

Osmolaridad (mOsm/kg) 293 367 436 390

Componentes Diluyente de congelacion Il

Orvus es paste (%) 15 15 15 15

Glicerol (%) 9 9 6 9

Osmolalidad (mOsm/kg) 1950 2100 1596 1540

Variables evaluadas

Se descongelaron 3 pajillas por tratamiento y la calidad del semen se determiné mediante
la evaluacion de los parametros de motilidad espermatica, viabilidad (integridad de la
membrana plasmatica), actividad mitocondrial, integridad del acrosoma y la integridad de
la membrana plasmatica de la cola.

Para la evaluacion de la motilidad se utilizé el sistema computarizado de analisis
espermatico Al Station (SPERM.TECH®, Valencia, Espafia); para esto, se colocaron 5
UL del semen diluido a una concentraciéon de ~30 x 108 espermatozoides mL™* en una
camara de recuento Makler® (Sefi Medical Instruments, Haifa, Israel), insertada en una
platina precalentada a 37 °C, utilizando un microscopio de contraste de fase negativo
UOB modelo UB200i de 10x y con una cadmara digital (Basler Ace ACA1300-200UC). Las
variables de motilidad evaluadas fueron: espermatozoides moviles totales (MT, %);
motilidad progresiva (MP, %); velocidad curvilinea (VCL, um/s); velocidad rectilinea (VSL,
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pm/s); velocidad de la trayectoria media (VAP, pm/s); linealidad (LIN, %); rectitud (STR,
%); oscilacion (WOB, %); amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza del
espermatozoide (ALH, pum) y; BCF: frecuencia del batido de la cola (Hz).

La calidad de los eyaculados se evalué considerando la viabilidad, la actividad
mitocondrial, la integridad del acrosoma y la integridad de la membrana plasmética de la
cola. Se utilizé el procedimiento de triple fluorescencia, descrito por Ratchamak et al.
(2019) para espermatozoides de verraco. Para esto, las muestras de semen
descongeladas previamente de cada tratamiento se diluyeron en una solucién de BTS
(1:1, viv) y se incubaron en la oscuridad a 37 °C 10! min, utilizando los siguientes
fluorocromos: Pl (Live/Dead kit L-7011®, Invitrogen), el cual tifie de rojo el ADN de los
espermatozoides muertos; para la actividad mitocondrial se utilizé la tincion JC-1
(Molecular Probes T-3168®, Invitrogen), donde la pieza intermedia del flagelo de los
espermatozoides con actividad mitocondrial se tifilen de color naranja; para evaluar la
integridad del acrosoma se utilizé la tinciéon de FITC-PSA® (L-0770, Sigma), donde los
espermatozoides con dafio en el acrosoma se tifien de color verde y; para evaluar la
integridad de la membrana plasmatica de la cola se utiliz6 una solucion hipo-osmatica
(150 mOsm/L), considerado positivo el espermatozoide que presente cualquier grado de
torsion helicoidal del flagelo (Vazquez et al., 1997). Las muestras se observaron en un
microscopio de fluorescencia (Olympus CX41, Tokio, Japon).

Analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar con 4 tratamientos, los cuales se analizaron
con un andlisis de varianza (ANOVA) y para determinar las diferencias estadisticas entre
tratamientos se utilizé la prueba de Tukey a P < 0.05.

Modelo
Yij=u + Ti + €ij

EJEMPLO:
Donde:

Yij = 90 (la viabilidad del semen para la primera muestra con Tratamiento A).

M = la media general de la viabilidad del semen de todas las muestras (supongamos que
es 85% después de calcularlo).

Ti = el efecto del Tratamiento A (la diferencia entre la media del Tratamiento A y la media
general).

€ij = el error residual (la diferencia entre la viabilidad observada del semen y lo que el
modelo predice, es decir, la diferencia entre 90% y la suma de p y Ti).
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RESULTADOS

La MT y la VAP fueron mayores (P< 0.05) en los diluyentes de congelacion que contenian
glucosa o lactosa, con respecto a los otros dos azUcares utilizados; mientras que la VCL
fue mayor (P<0.05) en el diluyente que contenia glucosa en el diluyente de congelacién
l. Los otros parametros de motilidad evaluados a través del sistema CASA, no obtuvieron
diferencias estadisticas (P>0.05) en todos los azlcares (Tabla 2).

Tabla 2. Parametros de motilidad esperméatica obtenidos con el sistema CASA en semen de cerdo
pelén mexicano post-descongelacion

Parametro Tratamientos
T1 T2 T3 T4 EE Valor de P

MT (%) 33.842 32.822 21.70° 22.21° 2.16 0.02

MP (%) 7.91 12.15 8.52 4.77 0.86 P>0.10
VAP (um/sg) 41.732 37.192 32.51° 34.16° 1.63 0.02
VCL (um/sg) 71.632 61.49° 56.23° 58.30° 2.73 0.02
VSL (um/sg) 24.70 26.12 22.35 21.67 1.26 P >0.10
LIN (%) 37.02 41.30 38.62 36.63 1.22 P >0.10
STR (%) 59.10 65.70 62.31 58.74 1.59 P >0.10
WOB (%) 59.48 60.51 59.46 59.60 1.19 P >0.10
ALH (um) 2.74 2.50 2.25 2.63 0.08 P >0.10
BCF (Hz) 7.40 6.01 7.33 4.71 0.37 P >0.10

EE: Error estandar de la media. Letras diferentes entre columnas implica diferencias (P< 0.05). Medidas
realizadas con el sistema CASA (Al Station). MT: motilidad total; MP: motilidad progresiva; VSL: velocidad
en linea recta; VCL.: velocidad curvilinea; VAP: velocidad promedio de la trayectoria; LIN: linealidad; WOB:
oscilacién; STR: rectitud; ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: frecuencia de batido
de la cola. T1, glucosa; T2, lactosa; T3, fructosa; T4, trehalosa.

El porcentaje de espermatozoides viables y Host, fue similar (P>0.05) entre tratamientos.
La integridad del acrosoma y la actividad mitocondrial de los espermatozoides post-
descongelacion fue menor (P<0.01) cuando se utilizd6 glucosa como crioprotector y el
mayor porcentaje de espermatozoides con acrosoma normal se observé cuando se utilizo
lactosa o trehalosa como crioprotector; mientras que la mayor actividad mitocondrial se
observo cuando se utilizo lactosa (Tabla 3).

DISCUSION

Hay que considerar que, bajo las condiciones en que se realizé el presente trabajo
(trépico, raza, alimentacion, diluyente, crioprotector, curva de refrigeracion, etc.), las
respuestas no necesariamente son repetibles, sin embargo, sirven para constatar la
eficiencia de las mismas en contraste con los diluyentes propuestos. En este sentido, los
métodos clasicos de laboratorio en la evaluacién seminal son insuficientes para predecir
la fertilidad, de estos, la motilidad espermatica es considerada como uno de los
parametros mas utilizados para determinar la calidad del semen fresco o conservado
(Zhang et al., 2021).
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Tabla 3. Porcentaje de viabilidad, actividad mitocondrial, integridad del acrosoma e integridad de

la membrana plasmatica de la cola de los espermatozoides post-descongelacion
Tratamientos

Variables (%) T1 T2 T3 T4 EE ValordeP
VIAB 75.63 79.27 68.81 69.00 1.48 P>0.10

AM 42.27° 67.09% 40.54° 58.75% 3.42 0.005

Al 64.54° 84.36° 75.90° 84.257 1.88 0.001

HOST 7.10 6.50 5.90 8 0.76 P >0.10

EE: Error estandar de la media. Literales diferentes entre tratamientos, implica diferencias significativas (P
< 0.05). VIAB: espermatozoides vivos; AM: espermatozoides con actividad mitocondrial; Al:
espermatozoides con acrosoma intacto; HOST: integridad de la membrana plasmatica de la cola. T1,
glucosa; T2, lactosa; T3, fructosa; T4, trehalosa.

Posterior a la descongelacion, tanto la motilidad como la viabilidad esperméatica
disminuyen significativamente, independientemente del procedimiento de congelacion
utilizado (Baishya et al., 2014); asi mismo, esta disminucion, esta asociada a la calidad
inicial del eyaculado Jovici¢ et al., 2020y al tiempo de incubacion post descongelado
(Alkmin et al., 2014). En el presente trabajo, la reduccion en la calidad espermatica post-
descongelacion se observOo en todos los tratamientos, independientemente del
crioprotector utilizado y la pérdida de motilidad fue mayor cuando se utilizé fructosa o
trehalosa; contrario a lo observado por Malo et al. (2010) en donde la trehalosa mostro
tener mayor capacidad en la crioproteccion del semen porcino con mayor tasa de
sobrevivencia y capacidad de fertilizacion in vitro respecto a la glucosa y lactosa.
Asimismo, Athurupana et al. (2015) observaron altas tasas de motilidad e integridad de
la membrana plasmatica en muestras espermaticas de verracos de la raza Berkshire que
fueron congeladas con trehalosa. De igual manera, Cantanhéde et al. (2018) notaron que
la adicion de la fructosa en el diluyente proporciona mayor funcionalidad de la membrana
de los espermatozoides a la post-descongelacion. Por otra parte, se ha demostrado que
la composicién de los diluyentes afecta la funcion espermatica durante el proceso de
criopreservacion y el tipo de azucar utilizado y su concentracion son importantes para la
sobrevivencia de los espermatozoides (Chanapiwat et al., 2012; De Mercado et al., 2010).
En el presente trabajo, se observaron diferencias significativas en las variables de calidad
en el semen congelado de cerdo pelon mexicano, en respuesta al tipo de azucar afiadido
al diluyente de congelacion. No obstante, la glucosa y/o lactosa fueron los que
proporcionaron las mejores caracteristicas de motilidad en los espermatozoides post-
descongelacion; sin embargo, las variables observadas (Tabla 2) fueron de menor
magnitud a las encontradas por otros autores tanto en cerdos de genotipo magro como
graso (De Mercado et al., 2010; Malo et al., 2010), pero similares a las observadas por
Sancho et al. (2007) en cerdo ibérico y en cerdos Yorkshire por Chanapiwat et al. (2012),
guienes recomiendan el uso de lactosa o fructosa en el diluyente de congelacién. Por su
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parte, Gomez-Fernandez et al. (2012) sugieren el uso de disacéridos, dado que muestran
mayor capacidad crioprotectora que los monosacaridos.

En todos los tratamientos evaluados, tanto la integridad del acrosoma como la viabilidad
fue superior al 65 % (Tabla 3), los valores observados fueron superiores a los
encontrados por diversos autores, tanto en cerdos de genotipo magro como graso (Yang
et al., 2016; Chanapiwat et al., 2012; De Mercado et al., 2010; Malo et al., 2010; Sancho
et al., 2007). Al respecto, Buhr et al. (2001) proponen crear un indice a partir de la
informacion obtenida de los valores de motilidad y de la integridad de los acrosomas (MT
% * Al %) de los espermatozoides, dicho indice podria aportar mas informacion que los
valores individuales. Al estimar dicho indice con base en los datos de Malo et al. (2010)
se observa una relacion directa entre el valor y la capacidad de penetracién de los
espermatozoides in vitro. En la Tabla 3, se presentan los datos respecto a dicho indice,
en donde el mayor valor observado fue cuando se utilizé lactosa (T2) en el diluyente de
congelacion, contrario a lo observado por Malo et al. (2010), donde la glucosa mostré un
indice similar.

El efecto de las temperaturas de congelacion y descongelacion sobre las membranas de
las células espermaticas de los verracos y la amplia variaciéon entre machos puede
contribuir al poco éxito en la criopreservacion del semen porcino (Sancho et al., 2007;
Jovici¢ et al., 2020). Por su parte, Roca et al., (2016) clasifican al semen porcino en base
con la proporcion de células vivas y muertas después de la descongelacion, la cual a su
vez esta relacionada con la calidad del semen fresco atribuyéndolo al enriquecimiento de
lipidos presentes en la membrana plasmatica incluyendo triacilgliceroles y fosfolipidos
por efecto de la yema de huevo durante la criopreservacion.

CONCLUSION

La adicion de lactosa en el diluyente proporciona una mayor proteccion a las células
espermaticas en la criopreservacion del semen de cerdo pelén mexicano.
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