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Resumen

El objetivo fue determinar el efecto combinado de crioprotectores sobre los parametros
seminales. Se utilizaron 10 eyaculados de 3 verracos hibridos, en la Regidn de Tierra Caliente.
No se cuenta con una investigacion con esta combinacion de aditivos para criopreservacion de
semen porcino. Se tomaron muestras semen de 40 mL (30x10° espermatozoides/mL). El disefio
experimental fue completamente al azar con mediciones repetidas. Se formaron tres
tratamientos: T1: 6 % Glicerol y 1.5 % SDS; T2: 3 % Glicerol, 0.25 % miel de abeja, trehalosa
100 mM y 1.5 % SDS; T3: 1.5 % Glicerol, 0.25 % miel de abeja, trehalosa 100 MM y 1.5 %
SDS. Se utilizaron 500x10° espermatozoides en pajillas de 0.5 mL, posteriormente se
congelaron y almacenaron en termo criogénico. Se descongelaron dos pajillas por tratamiento a
38° C por agitacion durante 20 s y se diluyeron con VITASEM®. Las variables seminales
evaluadas fueron movilidad y viabilidad con tincion de eosina-nigrosina a los 0 y 15 minutos
posdescongelacion. El porcentaje de movilidad espermética a la descongelacion para los
tratamientos 1, 2 y 3 fueron 35+2.2, 37+2.1; 33£1.5, 39£1.2; 36+1.6, 37+1.5 y el porcentaje de
viabilidad fue 54+1.1, 54+0.7; 53+2.4, 53+2.3; 51+2.9, 55+2.5 a los 0 y 15 minutos
respectivamente, no se encontraron diferencias entre tratamientos (P > 0.05). En conclusion, las

diferentes combinaciones de crioprotectores fueron efectivos manteniendo la calidad del semen,
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sin embargo, la viabilidad espermaética fue diferente entre verracos destinados a la inseminacién

artificial en el tropico de Guerrero.

Palabras clave: trehalosa, miel de abeja, verraco.

Introduccion

La inseminacion artificial (1A) es la tecnologia reproductiva mas empleada en la especie porcina, siendo
utilizada de manera rutinaria en las granjas de produccion porcina. Asi, a finales del 2020, mas del 80 %
de las hembras reproductoras a nivel mundial eran inseminadas. De ellas, el 98 % se llevan a cabo con
semen diluido conservado a 17 °C durante 1 - 5 d (Roca et al., 2011). En los ultimos afios los protocolos
de crioconservaciéon e inseminacion han sido mejorados sustancialmente con nuevos sistemas de
envasado, optimizado del protocolo de congelacion y mejores diluentes de congelacién repercutiendo
positivamente en la mejor calidad espermatica después de la descongelacion que asociado a las técnicas
de inseminacion como la post-cervical han permitido alcanzar excelente fertilidad y prolificidad
empleando solo dosis espermaticas de 500 a 1 000x10° de espermatozoides (Flowers, 2002).
Conjuntamente con una buena deteccion de estro de la hembra puede ofrecer resultados similares a los
obtenidos con semen diluido a 17 °C, con tasas de parto superiores al 80 % (Estrada-Paqui y Martinez,
2017).

El glicerol es el crioprotector de primera eleccion, ya que penetra dentro de la célula espermatica y evita
la formacién de cristales de hielo intracelulares y la concentracion de electrolitos. Asi mismo, las
concentraciones de glicerol que se utilizan debe ser de no mas del 6.5 % pues resulta toxico para el
espermatozoide ya que afecta la viscosidad citoplasmatica, la sintesis y utilizacién del ATP (Holt, 2000).
En la actualidad se ha investigado otros agentes crioprotectores menos dafiinos al espermatozoide, tales
como los agentes no permeables dentro de estos, los azucares como la trehalosa y sacarosa, ya que estos
favorecen la excrecion de agua fuera de la célula, a fin de disminuir la formacion de cristales de hielo
intracelulares (Cerrutti et al., 2000). La trehalosa es un disacarido no reductor. Ademas, es un
estabilizador de biomoléculas, incluyendo proteinas. A la trehalosa se le adjudican diferentes

propiedades fisicoguimicas como son la antioxidacion, crioprotector y su participacion en la glucolisis
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(Jafaroghli et al., 2011). Athurupana et al. (2015) mencionan que al utilizar 200 mM de trehalosa para la
criopreservacion del espermatozoide de verraco tuvieron mejores resultados de movilidad, viabilidad e
integridad del acrosoma, esto disminuyendo la concentracion de glicerol al 3 y 1.5 %. Tonieto et al.
(2010) probaron niveles de glicerol de 3 % y 1.5 % combinado con trehalosa 100 mM, obteniendo
resultados positivos en la calidad del semen criopreservado de ovino. En este contexto, Zhang et al.
(2020) reportaron que la utilizacion de trehalosa en combinacion con glicerol mejora la calidad del semen
criopreservado. También, a la trehalosa se le atribuye un efecto a nivel osmético sobre la célula
espermatica muy parecido al glicerol y puede mejorar la calidad del semen criopreservado (Athurupana
et al., 2015).

Asi mismo, la trehalosa participa en la glucolisis la cual es la principal ruta por medio de la cual el
espermatozoide produce energia para su desplazamiento y otras funciones, teniendo de esta forma la
trehalosa un efecto positivo sobre la calidad del semen criopreservado (Bittencourt et al., 2018; Jia et
al., 2021). Otro aditivo de reciente utilizacion como fuente energética para el espermatozoide de
verraco es la miel de abeja deshidratada con un porcentaje de inclusion del 0.25 %, la cual tiene efecto
sobre el gasto energético a nivel glucolitico y por tanto mejora los parametros de movilidad, viabilidad
e integridad del acrosoma de acuerdo a Balogun et al. (2021) y Balogun et al. (2023). El objetivo fue

determinar el efecto combinado de crioprotectores sobre los estimadores seminales.

Metodologia

Se utilizaron tres verracos de linea genética hibrida del centro de transferencia genética (CTG) de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ), perteneciente a la Universidad Auténoma de
Guerrero (UAGro). De 30 a 36 meses de edad, los cuales estan alojados en corrales de 4 x 2 m. La
alimentacion de 2.5 Kg/ dia, basada con 14 % de proteina, 3.1 Mcal/ EM y 0.6 % de lisina. La coleccion
de semen se realiz6 por la técnica de la mano enguantada, una vez por semana alternando cada verraco
(Estrada et al., 2014). Se utilizaron 10 eyaculados y la evaluacion de semen se llevo a cabo en el
laboratorio de reproduccion de monogastricos, donde se evaluaron los estimadores macroscopicos y
microscopicos del semen de acuerdo a la técnica descrita por Estrada-Paqui y Martinez (2017). Para la

dilucién de semen se utilizé el diluyente de mediana conservacién VITASEM® y el almacenamiento en
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camara de temperatura controlada de 17 °C. Se tomaron muestras de semen completo de 40 mL (30x10°
espermatozoides/ mL) después de la coleccion y se diluyo 1:3 (v/v), 40 mL semeny 120 mL diluyente.
24 horas después del almacenamiento se procedié a la analitica seminal de referencia (movilidad y
viabilidad) del semen. Brevemente se procedié a realizar el protocolo de enfriamiento y congelacion
descrito por Estrada et al. (2014), iniciando con la centrifugacion del semen a 2400 rpm/ 5 minutos,
posteriormente se reconstituye el pellet con 335 pL de medio LEY por cada tubo graduado cuidando la
temperatura del medio LEY y semen. Se realizd la analitica seminal (movilidad, viabilidad y
concentracion) para posteriormente el reajuste de la concentracion depositando 1990 pL solucién
espermatica y 10 puL de semen reconstituido. Se agreg6 el LEY restante al semen reconstituido. Se pasé
a refrigeracion durante 120 minutos (tasa de enfriamiento de 0.1 °C/ minuto) hasta 5 °C.

El disefio experimental fue completamente al azar con mediciones repetidas y se formaron los
tratamientos: T1 testigo: Glicerol 6 % (648 pL) y lauril sulfato de sodio (SDS) 1.5 % (10 mg); T2:
Glicerol 3 % (324 pL), miel de abeja deshidratada (MAD) 0.25 % (25 mg), trehalosa 100 mM (342 mg)
y SDS 1.5 % (10 mg); T3: Glicerol 1.5 % (162 pL), MAD 0.25 % (25 mg), trehalosa 100 mM (342 mg)
y SDS 1.5 % (10 mg) y se procedio al llenado de pajillas de 0.5 mL con 500x10° de espermatozoides y
fueron expuestas a vapores de nitrégeno liquido durante 10 minutos y depositadas en termo criogénico

para su almacenamiento.

Se descongelaron dos pajillas por tratamiento a 38 °C por agitacion durante 20 segundos y posteriormente
el vaciamiento de la pajilla en diluyente VITASEM® 1:3 (v/v) en tubo graduado y se mantuvo en
incubacion durante 15 minutos a 38 °C. Las variables seminales evaluadas fueron movilidad por
microscopia oOptica directa a 10x y viabilidad con tincion de eosina-nigrosina a los 0 y 15 minutos
posdescongelacién por medio de microscopio Optico efectuando un conteo de 200 espermatozoides,
realizando dos replicas para las dos variables. El analisis estadistico se llevd a cabo por comparacion de
medias y analisis de varianza (ANOVA) entre tratamientos y entre verracos con una significancia de P

< 0.05, en el paquete estadistico SPSS ver. 27.
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Resultados

El porcentaje de movilidad espermatica a la descongelacion para los tratamientos 1, 2 y 3 fueron 35+2.2,
37+£2.1; 33t£1.5, 39+1.2; 36x1.6, 37+1.5 y el porcentaje de viabilidad fue 54+1.1, 54+0.7; 53+2.4,
53+2.3; 51+2.9, 55+2.5 a los 0 y 15 minutos respectivamente, no se encontraron diferencias entre
tratamientos (P > 0.05, Cuadro 1).

Cuadro 1. Efecto de la combinacion glicerol, miel de abeja deshidratada y trehalosa sobre la
movilidad y viabilidad del espermatozoide porcino (media, error a la media, n=10).

Tratamiento MD Ml VD VI
% % % %
1 35+2.22 37+2.12 54+1.12 54+0.72
2 33+1.52 39+1.22 53+2.42 53+2.32
3 36+1.62 37+1.52 51+2.92 55+2.52
Valor P 0.44 0.52 0.26 0.75

1: Convencional testigo; 2: Glicerol 3 %, MAD 0.25 %, trehalosa 100 mM y SDS 1.5 %; 3: Glicerol 1.5 %,
MAD 0.25 %o, trehalosa 100 mM y SDS 1.5 %. MD: Movilidad/ descongelacion, MI: Movilidad incubacién
379C/ 15 min, VD: Viabilidad/ descongelacion, VI: Viabilidad incubacion 37 °C/ 15 min.

Literales (a, b) en la misma columna muestran diferencias significativas (P < 0.05).

En cuanto al porcentaje de movilidad espermatica a la descongelacién entre verracos fueron 34+1.7,
38+1.1; 35+2.4, 38+2.0; 34+1.4, 35+1.4 respectivamente, no observando diferencias a 0 y 15 minutos (P
> 0.05, Cuadro 2). En el caso del porcentaje de viabilidad se obtuvieron los porcentajes de 49+1.7,
49+1.6; 51+1.6, 53+1.5; 56+2.3, 58+2.1, en el que se observd diferencias significativas en la viabilidad

a 15 minutos para el verraco 3 comparada con los verracos 1y 2 (P < 0.05, Cuadro 2).
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Cuadro 2. Efecto del verraco sobre la movilidad y viabilidad del espermatozoide porcino (media, error
a la media, n=10).

Verraco MD MlI VD Vi
% % % %
1 34+1.78 38+1.12 49+1.74 49+1.6°
2 35+2.42 38+2.02 51+1.6% 53+1.5%
3 34+1.4¢8 35+1.42 56+2.3% 58+2.1°
Valor P 0.94 0.26 0.09 0.01

1: Convencional testigo; 2: Glicerol 3 %, MAD 0.25 %, trehalosa 100 mM y SDS 1.5 %; 3: Glicerol 1.5 %,
MAD 0.25 %, trehalosa 100 MM y SDS 1.5 %. MD: Movilidad/ descongelacion, MI: Movilidad incubacién
379C/ 15 min, VD: Viabilidad/ descongelacion, VI: Viabilidad incubacion 37 °C/ 15 min.

Literales (a, b) en la misma columna muestran diferencias significativas (P < 0.05).

Discusion

La combinacidn de glicerol a diferentes niveles con miel de abeja deshidratada y trehalosa mantuvieron
los parametros de calidad del semen de verraco a la criopreservacion de la misma forma que con el
protocolo convencional. Asi mismo, se ha descrito que la adicion de azlcares al medio de congelacién
tiene efectos positivos sobre la integridad de la membrana del espermatozoide después de la
descongelacién, ya que estas moléculas proveen energia para el espermatozoide durante la
criopreservacion, mantiene la presion osmoética evitando la deshidratacion celular (Malo et al., 2010).
En el presente estudio no se mostré ninguna diferencia en los parametros de calidad del espermatozoide
de verraco criopreservado en respuesta a la combinacion de glicerol con miel de abeja deshidratada y
trehalosa, mantuvieron el mismo valor de movilidad e integridad de la membrana plasmatica (viabilidad).
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Estos resultados fueron superiores a los encontrados en este estudio para estos pardmetros en
combinacion de glicerol, miel de abeja deshidratada y trehalosa con una movilidad a 0 y 15 minutos de
35+2.2, 37+2.1; 33+1.5, 39+1.2; 36+1.6, 37+1.5 y viabilidad del 54+1.1, 54+0.7; 53+2.4, 53+2.3;
51+2.9, 55+2.5 respectivamente. Al comparar estos resultados con los reportados Jhamb et al. (2021)
utilizando diferentes niveles de trehalosa en el medio de congelacion encontrando los mejores resultados
con 50 mM en semen criopreservado de equino el cual obtuvo una movilidad del 54 % y viabilidad del
60 %. Por su parte, Dominguez et al. (2023) al utilizar diferentes crioprotectores demostraron que con
375 mM de trehalosa se obtuvieron los mejores resultados con una movilidad total y viabilidad de 22.21
y 69 % respectivamente en semen de verraco criopreservado, mientras Silva et al. (2015) probaron
diferentes concentraciones de dimetilformamida y glicerol en combinacion con tres diferentes tipos de
azucar (agua de coco en polvo, lactosa y trehalosa) en el medio de enfriamiento, en donde la combinacion
de glicerol al 3 % y trehalosa 250 mM tuvieron mejores resultados de movilidad total de 36 % y
viabilidad del 40 % en semen criopreservado de verraco. Asi mismo, Athurupana et al. (2015) mencionan
que al utilizar 100 mM de trehalosa para la criopreservacion del espermatozoide de verraco tuvieron
mejores resultados de movilidad, viabilidad e integridad del acrosoma, esto disminuyendo la
concentracion de glicerol al 3y 1.5 %. Mendoza-Viveros et al. (2022) al utilizar 300 mM de trehalosa y
un 10 % de liposomas en el medio de congelacion reportaron una motilidad progresiva de 18.92 % y

28.22 % de viabilidad en semen criopreservado de verraco.

Se ha descrito que la suplementacién del medio de congelacion con una concentracion de 10 % de miel
de abeja mejord la movilidad a la descongelacion teniendo 52.82 %, lo que optimizo la calidad del semen
criopreservado de humano (Fakhrildin y Alsaadi, 2014). De manera similar, Yimer et al. (2015)
mencionan que la adicién de 2.5 % de miel de abeja al medio Tris durante la congelacion de semen de
toro se mejoro lamovilidad y viabilidad del esperma a la descongelacion obteniendo 44.4+1.0y 43.5£1.5
% respectivamente. Por su parte, Chung et al. (2019) al probar diferentes niveles de inclusion de miel de
abeja en el medio de enfriamiento y congelacion para semen de toro, encontrd los mejores resultados
con el 1% con movilidad total y viabilidad de 61 % y 65 % respectivamente. Balogun et al. (2023) al
utilizar diferentes niveles de inclusion de miel de abeja en el medio de congelacién obtuvieron los
mejores resultados con 0.25 % teniendo una movilidad total de 17.87 % en el semen criopreservado de

Verraco.
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En el presente estudio cabe mencionar que se observd diferencia significativa entre verracos en la
variable de viabilidad espermatica a 15 minutos de incubacién, observando que el verraco 3 fue mejor
en viabilidad en respuesta al proceso de criopreservacion, situacion que ha sido documentado por
Estrada et al. (2014) quienes indican que existen diferencias individuales entre verracos clasificAndolos

como buenos y malos congeladores.
Conclusiones

Las diferentes combinaciones de crioprotectores fueron efectivos manteniendo la calidad del semen a la
criopreservacion. Por otro lado, la asociacién de glicerol, trehalosa y miel de abeja deshidratada puede
ser una nueva opcion para la criopreservacion del espermatozoide porcino. Sin embargo, son necesarios
otros estudios que demuestren su potencial de fertilizacion del semen criopreservado por medio de la
inseminacion artificial en la cerda, con la finalidad de determinar su capacidad fecundante y parametros

productivos en granjas bajo condiciones de tropico.
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