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1. INTRODUCCION

La intensificacion de la produccién porcina se ha visto en la necesidad de establecer
protocolos sanitarios para conservar el estatus de las unidades de produccion, y con
ello, garantizar los niveles de productividad que han permitido situar a la porcicultura

como una de las industrias carnicas mas importantes a nivel mundial.

Derivado de ello, el desarrollo de biotecnologias reproductivas ha sido una
herramienta para favorecer este incremento y con ello, el surgimiento de centros
especializados en el procesamiento del semen porcino (Garcia-Vazquez et al.,
2020). En estos centros, se tiene como objetivo principal producir dosis seminales
con calidad suficiente para ser utilizadas en programas de mejoramiento genético o

conservacion de razas y biotipos.

La preservacion de la biodiversidad de los recursos zoogenéticos es crucial, ya que
representan un elemento importante para la seguridad alimentaria para enfrentar
los desafios de erradicar el hambre, la pobreza y mejorar las condiciones de vida
de la poblacién, garantizando con ello, el consumo de proteina animal
aprovechando recursos alimenticios locales como alternativas de produccion
pecuaria, es por ello, que la investigacion debe centrarse en aquellos
procedimientos reproductivos destinados a preservar a los individuos con un
material genético valioso, con rasgos de adaptacién como la resistencia o tolerancia
a enfermedades y parasitosis, asi como para un uso mas eficiente (Linares et al.,
2011; Carrasco et al., 2021; Montoya Paez et al., 2023).

Es por lo anterior, que las biotecnologias reproductivas, tienen como objetivo
aumentar la eficiencia reproductiva de los animales, multiplicar y difundir el valor
genético de los mismos, y preservar, conservar y mantener en resguardo el material
genético de aquellos animales que se encuentran en situacion critica, como son los
recursos criollos o locales. A futuro, el uso de este material genético podria apoyar
las estrategias reproductivas para hacerlas mas eficientes para los programas de
conservacion de recursos zoogenéticos (Yanez-Ortiz et al., 2021). Es por ello, que
surge la necesidad de establecer bancos de germoplasma, los cuales podrian
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integrar estrategias de conservacion de recursos genéticos, por o que es necesario
conocer la biologia celular y la respuesta de cada macho a los procesos criogénicos

para optimizar los protocolos de crioconservacion.

Por todo lo anterior, el objetivo fundamental de esta investigacion fue dirigida hacia
la caracterizacion de los efectos previos a la crioconservacion de semen de cerdo
criollo. Ya que, el dafio de la crioconservacion sobre la célula espermatica y su
fisiologia normal pueden modificar eventualmente su calidad de congelacion-
descongelacién, y en ocasiones la muerte, afectando la capacidad fecundante o de
desarrollo embrionario, y reduciendo los indicadores reproductivos del verraco.
(Blackburn, 2009; Moscoso et al., 2022).
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cuales son las caracteristicas seminales y de preservacion del eyaculado de

verracos criollos con fin zootécnico de conservacion y uso sostenible del recurso

zoogenético?

2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivo General.

Caracterizar el semen de cerdos criollos mediante la evaluacion de la calidad

seminal con fines de preservacion del germoplasma.

2.2.

Objetivos Especificos.

Caracterizacion del semen de cerdos criollos utilizando el espermiograma
béasico.

Uso de técnicas especializadas (Integridad Acrosomal) para la
caracterizacion de la calidad del semen de cerdo criollo.

Determinar la capacidad de conservacion del semen de cerdos criollos,
mediante la evaluacion de diferentes crioprotectores previo a procesos de

crioconservacion.

Pagina |3



3. REVISION BIBLIOGRAFICA
3.1. Elcerdo: suimportanciay origen.

La domesticacion es un proceso largo y complejo que tiene como funcién crear
nuevas especies animales. Este proceso evolutivo implica una serie de cambios
conductuales, morfolégicos y fisioldégicos destinados a satisfacer las necesidades
humanas. Las especies domésticas pueden estructurarse en subpoblaciones que a
través de los afios se establecieron como grupos genéticos denominados como
razas que estan parcial o completamente aisladas genéticamente y/o también
conocidos como biotipos criollos que pueden mostrar un amplio catalogo de
fenotipos especificos; de acuerdo con la FAO, estos son los denominados:
“Recursos Zoogenéticos” (Ramos-Onsins et al., 2014; Olmedo et al., 2021; Leno-
Colorado et al., 2022).

3.2. El origen del cerdo.

El cerdo tiene sus origenes hace mas de 6 millones de afios (Pardo, 1996). No
obstante, se desconoce si el cerdo domestico actual precede de un ancestro comun
o de varios, sin embargo, se tienen identificadas 2 especies salvajes (consideradas
como diferentes debido a sus caracteristicas fenotipicas); una de origen europeo
(Sus scrofa), la cual se distribuy6 desde el norte del continente; y otra Asiatica (Sus
vittatus) en el sur de China e India (Figura 1) (Pardo, 1996; Guiffra et al., 2000).

Figura 1: Especies salvajes europea (Sus scrofa) y asiatica (Sus vittatus).
(Adaptado de Encinares, 2019).
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Posteriormente, el cerdo fue domesticado a partir de jabalies locales o silvestres de
forma independiente tanto en Asia como en Europa hace por lo menos ~9.000 afios.
Se considera que los cerdos autoctonos locales contindan presentando variaciones
genéticas basada en milenios de crianza local, motivo por lo que, la mayoria de los
cerdos domésticos del mundo actual son descendientes de razas europeo-chinas
(Lander et al., 2020).

En la actualidad se considera que existen al menos 16 especies diferentes de cerdo,
esto debido a que, posterior a su domesticacion, los cerdos sufrieron una serie de
cambios, derivados de sus cruzamientos deliberados entre especies europeas y
asidticas, lo que dio origen a los cerdos criollos, hasta la busqueda de una mejora
continua que permitiera mejorar la productividad y su adaptacion a sistemas mas
confinados, dando origen a las llamadas razas comerciales o lineas genéticas
(Guiffra et al., 2000; Bossé, 2019). Derivado de estos procesos de adaptacion se
tiene la clasificacion taxondmica del cerdo doméstico (Sus scrofa domesticus)
(Cuadro 1).

Cuadro 1: Clasificacion taxonémica del cerdo.

Clasificacion Nombre ‘
Reino Animalia
Subreino Eumetazoa
Filo Chordata
Subfilo Vertebrata
Clase Mamalia
Orden Artiodactyla
Familia Suidae
Especie Sus scrofa
Nombre cientifico Sus scrofa ssp

Fuente: Orrala, 2021.
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3.3. Historiay desarrollo de la porcicultura en México.

En América, el cerdo llego en embarques europeos en el afio 1493, principalmente
a Peru, Ecuador, Colombia y Venezuela, sin embargo, no fue hasta el afio 1520
cuando el cerdo llego a México, en los navios tripulados por Hernan Cortés,
situacién que posteriormente daria paso a uno de los eventos mas importantes en
la historia. Esta especie, una vez adaptada a las condiciones de manejo, crianza,
alimentacion, y ambientales del pais, se dio inicio a un proceso de reproduccion y
distribucidn sin control de los biotipos, lo que dio origen a las llamadas razas criollas,
mismas que presentaban caracteristicas adaptables a los diferentes climas y

ambientes del pais (Castellanos, 2017).

Vale la pena destacar, que el cerdo ha tenido un papel importante en la economia
de supervivencia de los pueblos indigenas desde hace varias décadas, ya que éste
ofrece una alternativa a la produccién comercial de carne (Rosado-Aguilar et al.,
2022), por lo que, en 1940 la porcicultura mexicana ya se consideraba como un
medio de auto abasto alimenticio, en sistemas de traspatio, asi como en extensivo
(hoy conocidos como sistemas de baja densidad). Lo cual género que se
considerara al cerdo como la segunda fuente mas importante de proteina carnica,
pues ocupaba cerca del 20% de la produccion animal nacional, sin embargo, con la
introduccién de razas mejoradas como el Duroc y Poland China, esta variacion

genética local comenzo a desaparecer (Castellanos, 2017; Cérdova, 2020).

En los afios posteriores y sumando la introduccibn de razas mejoradas
estadounidenses, la produccion porcina se volvio el sistema ganadero mas
importante del pais, generando un nuevo sistema de produccion mas intensificado
y tecnificado, que permitiera que para los afios 70s el consumo per capita pasara
de los 11.2 a 21kg (Zavala, 2014).

Para los 80s, el aumento de problemas socioecondémicos y politicos mermaron la
produccion, orillando a los consumidores a buscar nuevas fuentes de alimentacion
tanto de origen vegetal, como animal (avicultura), a menores costos. Esto trajo

consigo, no solo una disminucion en el consumo de carne de cerdo, sino una baja
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productividad y reduccion de los inventarios (Rebollar et al., 2015; Castellanos
2017).

A partir de este momento se marco una etapa conocida como un futuro incierto, en
la cual la produccion se ha visto envuelta en una serie de altibajos, que, si bien se
vio impulsada por la integracion de México al TLCAN con Estados Unidos y Canada,
permitiendo que la produccion creciera de manera exponencial, también se genero
un aumento en la demanda de importaciones y una pérdida de cerca del 40% de
todas las producciones nacionales, puesto que la competitividad con paises con
mayor infraestructura impedia el ofrecer productos de calidad, sumando, ademas,
la inflacion, altas tasas de interés y la diversificacion de los sistemas de produccién

que demandaban costos mas elevados para producir (Cordova, 2020).

3.4. Laindustria porcina actual.

La ganaderia porcina es uno de los sectores productivos tecnolégicamente mas
avanzados y en continuo crecimiento a nivel mundial, ya que representa mas del
30% de la produccién mundial total de carne anualmente. En el censo mundial de
ganado porcino, solo en 2021, habia alrededor de 749,62 millones de cerdos,
teniendo un reporte de aproximadamente 960 millones de cabezas,
distribuyéndose, con alrededor del 60% de la produccion, en Asia; 20% en Europa,
y solo un 16% en América (Cordova, 2020; Delsart et al., 2020).

3.4.1. Laindustria porcina actual a nivel mundial.

Durante las ultimas tres décadas, la industria de produccion porcina ha cambiado
rapida y exponencialmente, pasando de unidades de produccion clasificadas como
de baja escala o baja densidad, y se han ido transformando en unidades de
produccion intensivas o de alta densidad. Particularmente en los paises
desarrollados, estos sistemas intensivos han alcanzado niveles de rendimiento
productivo elevados, lo cual ha permitido que se transformen en el tipo
predominante de sistemas de cria de cerdos con genéticas mejoradas para un alto
rendimiento productivo. No obstante, en la gran mayoria de paises, lo sistemas de

crianza de baja densidad o tradicionales siguen existiendo y es en estos donde se
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suelen criar cerdos locales o criollos propios de la regidn con fines de autoconsumo,

cria y/o engorde (Wang y Li, 2024).

Es importante decir, que para el afio 2024 en el mundo se produjeron cerca de
125.11 millones de toneladas (Mt) de carne de cerdo (Grafico 1), resaltando que
China sigue siendo el principal productor con 57.98 Mt, seguido por la Unién
Europea (21.25 Mt) y Estados Unidos (12.61 Mt), generando cerca del 73% de toda
la produccién porcina. Por su parte Latinoamérica se ve representada con Brasil (4°
lugar) con 5.33 Mt; México se posiciona en el 8° lugar con una produccion de 1.81
Mt aportando el 1.45% del total (USDA, 2025).

China I  57.98
UE I 21.25
Estados Unidos s 12.61
Brasil mmmmm 5.33
Rusia mmmmm 496
Vietham mmm 3.79
Canada W 2.27
| México m 181 |
CoreadelSur W 1.46
Japon m 1.29

0 10 20 30 40 50 60 70

m MTon/afio 2023

Gréfico 1: Produccién porcina a nivel mundial en 2024 (USDA, 2025).

El consumo es relativamente proporcional a la produccion, el Grafico 2 muestra los
principales consumidores de cerdo en el mundo. China, la Union Europea y Estados
Unidos se mantienen en los primeros lugares, por su parte México se posiciona

como el 7° pais mas consumidor de cerdo.

Pese a todo esto, el crecimiento poblacional es mas rapido que el crecimiento de la
produccion (Castellanos, 2017; OCDE, 2019), lo que se ve reflejado en la relacion
produccion/consumo, siendo que el consumo es mas elevado que su produccién en
paises como China, Vietnam, Jap6n y México, lo cual vuelve necesario buscar una
manera de satisfacer las necesidades de la poblacion, asi estos paises se colocan

como los principales importadores de carne de cerdo. México ocupa el 3er lugar en
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importacion, con un total de 1.51 Mt (Grafico 3). Ante esto, la necesidad de buscar
alternativas que permitan solventar la demanda de carne en México se vuelve una

prioridad (Linares et al., 2011).

China I 61.03
UE I 17.82
Estados Unidos nmmmmmm 10.30
Rusia mmmm 471
Vietnam mmm 3.92
Brasil mmm 3.81
| México mm 309 |
Japon mE 2.74
CoreadelSur W 2.18
Filipinas M 1.70

0 10 20 30 40 50 60 70

B MTon/afio

Gréfico 2: Principales consumidores de cerdo a nivel mundial en 2024 (USDA, 2025).

1.6 1.51
1.4

1.2

0.8

0.6

Millones de toneladas

0.4
0.23

0.2 -
0

Exportaciones Importaciones
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Grafico 3: Indicadores de produccion para el afio 2024 en México (USDA, 2025).
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3.5. Laindustria porcina actual en México.

La produccion de cerdo ocupa el tercer lugar en la produccion nacional, Gnicamente
detras de la produccién de pollo y bovino, y es considerada una de las principales

actividades econdmicas del sector agropecuario (SIAP, 2025).

México se distribuye en 6 zonas principales: Noreste, Noroeste, Bajio, Centro,
Sureste y Peninsula, de las cuales la zona del Bajio, liderada por Jalisco y
Guanajuato, es la principal productora de cerdo para consumo nacional, mientras
que la zona Noreste, liderado por Sonora, es la principal exportadora (SENASICA,
2025).

El Grafico 4, muestra los principales estados productores de cerdo en el pais, los
cuales representan cerca del 92% de toda la produccion nacional; son 6 estados los
principales productores, liderados por Jalisco y Sonora quienes producen poco mas
del 40%, seguidos por Puebla, Yucatan, Veracruz y Guanajuato. El 23% restante
corresponde a lo producido en los demas estados de la Republica.

Jalisco Sonora MPuebla MYucatan MVeracruz M Guanajuato M Otros

Grafico 4: Principales Estados productores de cerdo en México en el afio 2024.
(SENASICA, 2025).

El estado de Hidalgo se coloca en el lugar 14 en produccién porcina, para el afio

2024 produjo 15,694 toneladas de carne y cuenta con un inventario de mas de 297
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mil cabezas de ganado (SIAP, 2025), sin embargo, Garcia-Contreras et al. (2021)
y Segura-Pefafiel et al. (2021) colocan la zona del Valle del Mezquital (Figura 2)
como un importante reservorio de recursos zoogenéticos, ya que se ha identificado
y recuperado una raza criolla adaptada al ambiente de la zona gracias a sus

caracteristicas.

ESTADD DE
SAN LIS POTOS!
ESTADO D2
VERACRUZ
ESTADO DE ESTADD DE
QUERETARD HIDALGO
ESTADO DE
PUZBLA
MEXCO
ESTADO DE
TLAXCALA

Figura 2: Ubicacion del Valle del Mezquital en el Estado de Hidalgo.
(Adaptado de Redaccién, 2019).

3.6. Sistemas de Produccion.

En América Latina se han definido principalmente tres tipos de sistemas de
produccion: Tecnificado, Semi-Tecnificado y Extensivo (INTAGRI, 2019), aunque,
si bien, Garcia-Contreras et al., (2022), mencionan que debe existir una
redefinicion de estos sistemas, distribuyéndolos en sistemas de baja, medianay alta
densidad, brindandole a cada uno las capacidades de tener grados de tecnificacion,
asi como la posibilidad de ser extensivos o confinados. Actualmente, las unidades
de produccién de alta densidad con un alto grado de tecnificacion tienen un gran
impacto sobre la produccion mundial de carne, pues esta porcicultura abarca del
40-50% del inventario en México, aportando el 75% de la producciéon nacional de
carne de cerdo (INTAGRI, 2019).
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En el caso de la porcicultura de mediana densidad, solo representa el 20% del total
del inventario, debido a que se encuentran en transformacion hacia una produccién
de alta densidad y, por tanto, tiende a desaparecer constantemente (SENASICA,
2025).

Por ultimo, pero no menos importante, la porcicultura de baja densidad aporta el
30% de todo el inventario en México, siendo una actividad considerada como de
subsistencia, sin embargo, se puede describir como una microempresa o empresa
a pequeia escala o familiar. Este tipo de sistema, a diferencia de los otros dos, se
caracteriza por el uso de recursos agricolas, subproductos industriales e inclusive
desechos comestibles caseros para la crianza de los animales, permitiéndose con
ello, solventar econémicamente los gastos de produccion. Esta ganaderia no
necesariamente se vincula con genéticas mejoradas o lineas comerciales, por otro
lado, la comercializacion de sus productos es local, lo cual permite el arraigo a la
tierra, su supervivencia y subsistencia, la union familiar y el uso de la tierra a través
de la agricultura familiar, asi como el mantenimiento de las tradiciones (FAO, 2013;
Garcia-Winder y Chavarria, 2017; INTAGRI, 2019).

3.7. Cerdos criollos como recurso zoogenético.

LA FAO (2010), define un recurso zoogenético como aquellas especies que pueden
ser utilizadas para la produccion de alimentos y la agricultura. Hoy en dia el uso de
los recursos zoogenéticos puede ser de alto valor (Sierra-Vasquez et al., 2016),
pues, la produccion de alimentos a partir de razas autdctonas y criollas surge como
una necesidad para proveer proteinas de origen animal a la creciente poblacion
humana; ademas, son una alternativa de produccién y diversificacion econémica en
el sector pecuario y sus poblaciones constituyen un reservorio importante de

variacion genética (Hernandez et al., 2020).

Para el afio 1994, México reconocia tres genotipos de cerdo criollo (pelon mexicano,
cuino mexicano, y pata de mula), de acuerdo con lo sefialado por el Sistema de
Informacién sobre Diversidad Animal de la FAO (DAD-IS, 2025). Sin embargo, en
el caso del cerdo cuino (Figura 3), desde principio de siglo, no existe un registro de

Su crianza o evidencia de su existencia. Es por lo anterior, que, en el afio 2022, la
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FAO vy la Direccién Nacional de Ganaderia (SADER), dispusieron identificar las
razas existentes en México, para su actualizaciéon en el DAD-IS, ya que en todos
los casos no se dispone de informacion suficiente en temas de censos, tendencias,
caracterizacion y programas de conservacion, lo que demuestra una falta de
organizacion para proteger la diversidad biologica del pais (Sierra-Vasquez, 2016;

Garcia-Contreras et al., 2024).

En el caso del cerdo pata de mula o Patamulefio (Figura 3), Fernandez-Solis et al.
(2024), reportan un inventario de cerdos Patamulefios localizados en la Cuenca del

Papaloapan (Oaxaca y Veracruz), manteniendo este genotipo vigente en el pais.

Pelén Mexicano

Pata de Mula Ts"lidi Xirgo

Figura 3: Razas criollas registradas en el DAD-IS.
(Medina-Gonzélez, 2022).

Por su parte, Sierra et al. (2023), ha mostrado clara evidencia del entusiasmo que
la poblacion del Estado de Yucatan, Campeche y Quintana Roo, tienen por la
crianza de “Pelon Mexicano”, por lo que esta raza criolla, ha mostrado un incremento

en el inventario animal, y de unidades de produccion.

Con base en el reporte publicado en junio de 2024, por la FAO, mostro la existencia
de Pelén Mexicano, Pata de mula y de Ts’udi Xirgo, por lo que fueron registradas
estas razas en octubre de 2023, en el DAD-IS, dejando a nivel mundial el registro
de estas tres razas, y perdiendo ahora mismo el registro del Cuino mexicano.
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La capacidad de resiliencia, tolerancia y rusticidad ha permitido que estas razas
criollas, aunque presentan rendimientos productivos mas bajos, estén siendo
criadas y utilizadas de forma semi-intensiva en las zonas rurales, comprobado que
su adaptacién a ambientes no controlados permita que los porcicultores deseen
seguir con la actividad (Lemus-Flores et al., 2020). Aunado a ello, las
caracteristicas de la calidad de su carne son elementos motivantes para que la
poblacion rural e inclusive la cocina gourmet tengan oportunidad de utilizar su carne,

abriendo un mercado que genera demanda.

Por otra parte, la sostenibilidad de esta crianza radica también en el
aprovechamiento de suelos no aptos para la agricultura convencional y el pastoreo,
favoreciendo el proceso de desarrollo rural y revalorizan la produccion local
(Hernandez et al., 2020; Garcia-Contreras et al., 2021).

3.8. Raza “Ts’uUdi Xirgo” del Valle del Mezquital.

La zona del Valle del Mezquital se caracteriza por ser una zona semiarida, con
climas secos y semi-templados, que cuenta con presencia de grupos indigenas
otomis (SEGOB HIDALGO, 2017).

Garcia-Contreras et al. (2021), describen la existencia de un biotipo denominado
Ts ddi Xirgo, el cual se ha identificado en la regién del Valle del Mezquital, en el
estado de Hidalgo (Figura 4). Estos cerdos son reconocidos por la poblacién por la
capacidad de resiliencia que presentan, la calidad de la carne que producen, y su
alto valor gastronémico, motivo por el cual, a partir de 2018 se inicié un programa
de recuperacion y restablecimiento de la poblacion de este biotipo. La crianza de
estos se ubica en sistemas de baja densidad, en los cuales se considera el nimero
de animales, y la optimizacion de su alojamiento en funcion del bienestar por etapa

fisiologica (Garcia-Contreras et al., 2021; Segura-Pefiafiel et al., 2021).

Aunado a ello, en los ultimos afios se han llevado a cabo trabajos de campo para

conocer el inventario real de estos animales, ademas de determinar las

Pagina |14



caracteristicas fanerdpticas, zoométricas, productivas y reproductivas de estos

cerdos (Garcia-contreras et al., 2021).

Al actualizar la informacion del DAD-IS en el afio 2023, se reclasifica a este biotipo,
como una raza ya establecida: “Ts’udi Xirgo”, por lo tanto, es considerada como
una raza nativa y forma parte de la biodiversidad de México.

Figura 4: Raza “Ts"ddi Xirgo” del valle del Mezquital.
(Medina-Gonzélez, 2023).

3.9. Importancia de la caracterizacion reproductiva y la preservacion de

germoplasma.

Las caracteristicas idoneas de los cerdos como modelos biomédicos animales para
la investigacién aplicada a humanos, donde destacan la semejanza fisiolégica y
genética entre ambas especies, se convierte en un tema prioritario en el desarrollo
de biotecnologias reproductivas (Cambra, 2021), todas ellas encaminadas a
aumentar la eficiencia reproductiva de los animales, asi como a multiplicar y difundir
animales de alto valor genético, y por otro lado, a estandarizar técnicas con
funcionalidad biomédica que se pueda utilizar en medicina humana. Asi mismo, la
caracterizacion de los cerdos criollos constituye el primer paso hacia su
conservacion y proteccion, considerando la aplicacion de biotecnologias
reproductivas que contribuyan a la utilizacion sostenible de la diversidad biologica y
a su preservacion, ademas de que se puede vincular a intereses econémicos, al

buscar aumentar la productividad de los animales, y con ello, atender la demanda
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creciente de productos de origen animal para elevar su competitividad ante otras

alternativas de produccion (Carrasco et al., 2021).

La utilizacion de biotecnologias reproductivas también permite también la
preservacion de la genética nativa, esta genética nativa décadas ha sido el sustento
del pequefio productor y campesino, promoviendo su utilizacién y manteniendo la
biodiversidad lo cual contribuye a mejorar la seguridad, soberania e inocuidad
alimentaria (Olmedo et al., 2021).

Es entonces de suma importancia conservar biotipos naturalizados, nativos y
autoctonos debido a su alto potencial de adaptacion a condiciones agroclimaticas
adversas, pues la implementacion de dichos recursos demuestra ventajas en
términos de rusticidad, adaptabilidad y respuesta inmunoldgica, no obstante, su
uso estd limitado comunmente al autoconsumo o ahorro familiar, utilizando
tecnologias tradicionales y volimenes de produccién bajos, sin embargo, mejorar
la relacién costo beneficio en la porcicultura de baja densidad ayuda a salvaguardar
la seguridad alimentaria de los sistemas pecuarios familiares que los implementan,
lo que constituye una opcién en la ganaderia para enfrentar la demanda de
alimentos debido al crecimiento poblacional (Olmedo et al., 2021; Alfonso-Pardo
et al., 2023).

La crioconservacion espermética es uno de los procedimientos mas importantes en
cuanto a biotecnologias para la reproduccién asistida se refiere. Para ello, se
requiere comprender la dinamica reproductiva de las diferentes especies
ganaderas, asi como complementar con el desarrollo de nuevas tecnologias para

mejorar su eficiencia (Yanez-Ortiz et al., 2021).

Suarez-Mesa et al. (2021), mencionan que el uso de biotecnologias,
particularmente en temas de crioconservacién seminal ha posibilitado mejoras en
las producciones porcinas, sin embargo, los pocos estudios en cerdos criollos han

limitado su uso.

No obstante, se vuelve relevante priorizar el valor genético de estos recursos

mediante la crioconservacion, ademas existe la necesidad de contar con espacios
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fisicos destinados a su mantenimiento y conservacion a largo plazo (Jiménez et al.,
2021; Alvarez-Gallardo et al., 2024).

Hoy en dia, los bancos de germoplasma representan un avance importante en la
conservacion del material genético de recursos zoogenéticos criollos, lo que permite
implementar una serie de procesos y estrategias encaminadas a garantizar su
mantenimiento, evitar la pérdida de variabilidad genética, reducir el riesgo de
extincion y avanzar en su caracterizacién y promocion de uso (Jiménez et al.,
2021).

En México, la investigacion generada por el INIFAP, principalmente por el Centro
Nacional de Recursos Genéticos (CNRG), y otras instituciones educativas se vuelve
relevante en la conservacion y el aprovechamiento de recursos zoogenéticos, ya
gue se enfocan en aquellos factores criticos como el tamafio poblacional, la
diversidad genética, el comportamiento productivo y la caracterizacién del sistema
de produccion (Alvarez-Gallardo et al., 2024).

3.10. Crioconservacién de recursos zoogenéticos porcinos locales.

La caracterizacion de los cerdos criollos constituye el primer paso hacia su
conservacion y proteccién, considerando la aplicacion de biotecnologias
reproductivas que contribuyan a su preservacion (recuperacion genética) y
utilizacién sostenible, ademéas de buscar incrementar la productividad de los
animales, y con ello, atender la demanda creciente de productos de origen animal
como alternativas de produccion para mejorar la seguridad, soberania e inocuidad

alimentaria (Carrasco et al., 2021; Olmedo et al., 2021).

La crioconservacion de semen de verracos no se utiliza de manera habitual, ya que,
solo el 1% de las inseminaciones atrtificiales a nivel mundial se realizan con dosis
de semen de verraco congeladas y descongeladas, no obstante, se han realizado
esfuerzos importantes de investigacion para facilitar su uso en animales de granja
(Simonik et al., 2022; Yanez-Ortiz et al., 2022).

En la actualidad, se utilizan dos técnicas principales para la crioconservacion de

semen, la congelacion lenta y la vitrificacion, si bien, la vitrificacion es un proceso
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rapido y sencillo el cual consiste en sumergir una muestra de semen adicionada con
un extensor crioprotector directamente en nitrégeno liquido, en verracos no suelen
observarse espermatozoides vivos posterior al calentamiento. Es por ello, que la
congelacion lenta se vuelve una técnica de conservacion mas adecuada, pues
permite controlar el descenso de temperatura, permitiendo asi la deshidratacion
suficiente del espermatozoide, evitando la formacion de cristales de hielo
intracelulares y que la célula se vea expuesta a soluciones hipersaturadas conforme

se van formando los cristales de hielo del exterior (Pezo et al., 2023).

Es asi como la importancia de la crioconservacion lenta de espermatozoides se
centra en las modificaciones dentro del procedimiento de congelacion vy
descongelacion, la formulacién de diluyentes de congelacién y descongelacién, la
evaluacion del semen descongelado mediante factores que afectan la motilidad y
por ende su fertilidad; asi como la optimizacion de la curva de congelacion y la

adicién de crioprotectores y antioxidantes (Bolarin et al., 2024).

Ademas de la crioconservacion lenta de semen y la vitrificacion, se estan
desarrollando otras tecnologias de almacenamiento a largo plazo, la encapsulacién
de espermatozoides en membranas de alginato, la liofilizacion y la inmovilizacion de
espermatozoides en un entorno de gel de alginato, pero todas estas técnicas aun
requieren ser mas investigadas en cuanto a su eficiencia (Pezo et al., 2023).

Los valores para la calidad del esperma post-descongelamiento estan sumamente
relacionados con su calidad inicial y el proceso de congelamiento, ya que, estas son
sumamente variables entre especies, e incluso dentro de los individuos de la misma
especie o la estacion del afio. En el caso de cerdos, el dafio a los espermatozoides
por crioconservacion resulta en una tasa de supervivencia significativamente menor
comparada con otras especies, esto debido a que los espermatozoides de cerdo
son extremadamente sensibles a las bajas temperaturas y al choque frio. Esto pone
en contexto que a pesar de que la crioconservacion seminal resulta ser una
biotecnologia de importancia, aun no existe una metodologia estandarizada para
cada una de las etapas del procedimiento (Yanez-Ortiz et al., 2021; Pezo et al.,
2023).
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3.11. El semental porcino: caracteristicas reproductivas.

El semental porcino, también denominado verraco, es el responsable del 50% de la
eficiencia reproductiva, por lo que, es fundamental evaluar su capacidad como
reproductor. Un correcto desarrollo de sus 6rganos sexuales es esencial, para la
determinacion y diferenciacion sexual, estimulacion de la pubertad y produccion de
la espermatogénesis. Su aparato reproductor esta conformado por los testiculos
mismos que tiene una amplia capacidad de produccién de esteroides por parte de
las células de Leyding (CL); glandulas seminales o glandulas sexuales accesorias
(responsables de un gran volumen de liquido seminal), pene y prepucio, los cuales
de manera ordenada, se encargan de llevar a cabo todo el proceso reproductivo
mediante la formacion, maduracion, transporte y transmision del germoplasma a
través de las células espermaticas (De Loera, 2015; Trujillo-Ortega et al., 2017;
Geisert et al., 2020).

3.11.1. Anatomiay fisiologia de los testiculos.

Los testiculos son los 6rganos mas importantes en el proceso reproductivo, ya que
se encargan, principalmente, de la formacién de espermatozoides mediante la
induccion y el mantenimiento de la espermatogénesis, sin embargo, esta requiere
de una funcidn endocrina, que mantiene la interaccion y regulaciéon de hormonas

mediante el eje hipotalamo-hipdfisis-testiculos (De Loera, 2015).

Estos, se encuentran ubicados en la zona abdominal durante la etapa embrionaria
y descienden a partir del dia 60, a la zona perianal, antes del nacimiento,
ubicandose en el diverticulum, también conocido como escroto (Geisert et al.,
2020). El escroto es la porcién de piel que se encuentra en contacto con el exterior,
esta formada por piel y tejido subcutaneo. Se distribuye en dos camaras, que alojan
a cada testiculo, las cuales se dividen por el septo o tabique, observable a la altura
del rafe medio; y se mantiene unido a la tdnica dartos, el plexo pampiniforme y el
musculo cremaster, encargados de la retraccién y relajacion del escroto que permite
la termorregulacion testicular. De manera interna al escroto, cada testiculo se

encuentra cubierto por una serie de envolturas, comenzando con las fascias externa
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y la fascia interna que mantiene el contacto entre el musculo cremaster y las tunicas

vaginales (Bathgate, 2022).

Las tanicas vaginales se encargan de recubrir a los testiculos, siendo una extension
de la pared abdominal, divida por un anillo inguinal que impide el contacto entre el
abdomen y los testiculos, estas se encuentran formadas de dos partes, una visceral
(interna) y una parietal (externa). Posteriormente se encuentra la tdnica albuginea,
la cual recubre los tubulos seminiferos y la rete-testis. Los espermatozoides en
desarrollo se transportan a través de estos tubulos y se mantienen en los canales
de la rete-testis (Figura 5), esta ultima, mantiene el contacto entre la parte craneal
del testiculo y la cabeza del epididimo por medio de los conductos eferentes
(Stornelli y Sota, 2016; Trujillo-Ortega et al., 2017).

Tubulos seminiferos
Cabeza del (compartimento tubular)
epididimo

Conducto
deferente

Conducto
eferente

rete-testis

Tunica Albuginea

Cuerpo del
epididimo
Escroto

Tunica Dartos

Fascias escrotales
Tunica vaginal externa

Cola del epididimo Tunica vaginal interna

Figura 5: Distribucion de las estructuras anatomicas reproductivas que conforman el

testiculo.
(Adaptado de Bathgate, 2022).

3.11.2. Epididimo.

Una vez liberados los espermatozoides del testiculo, estos son almacenados en una
siguiente estructura denominada Epididimo. El epididimo se encuentra dividido por
3 regiones: cabeza, cuerpo y cola (Figura 5). Se caracteriza por ser un conducto

anico y muy contorneado entre si mismo, midiendo alrededor de 20 cm con una

Pagina | 20



longitud del conducto extendido de hasta 5 m, que genera una unién entre los
conductos deferentes y eferentes (De Loera, 2015). Se considera que tiene 3
funciones principales: la reabsorcidon de liquido testicular, maduracién de
espermatozoides y almacenamiento de espermatozoides maduros (Hassan y
Holtz, 2021; Rodriguez-Martinez et al., 2022). Los conductos deferentes se
extienden desde el epididimo a la uretra, estan formados por un musculo grueso,
gue genera contracciones, lo que permite transportar los espermatozoides desde el
epididimo hasta la uretra al momento de la eyaculaciéon para adquirir motilidad y
capacidad fecundante (Costa et al., 2013; Bathgate, 2022).

3.11.3. Glandulas accesorias.

Las glandulas sexuales o accesorias son glandulas encargadas de aportar una
porcion liquida (plasma seminal) y una gelatinosa (tapioca) a los espermatozoides,
brindando sustancias que los nutren para mantener su viabilidad; en el verraco se
encuentran las vesiculas seminales, la préstata y las glandulas bulbouretrales,
ubicadas en la cavidad abdominal, conectando en la parte pélvica con los conductos

deferentes y la uretra (Figura 6) (Stornelli y Sota, 2016).

El plasma seminal es una mezcla derivada de los tabulos seminiferos, el epididimo
y las glandulas accesorias, este le brinda nutricion, proteccién, regulacion de
motilidad y capacitacion al espermatozoide para el reconocimiento y unién de

gametos (Garcia-Contreras, 2011).
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Glandulas
Bulbouretrales

Vesiculas
seminales

Préstata

Figura 6: Glandulas sexuales accesorias del verraco.

(Trujillo-Ortega et al., 2017).
La prostata aporta del 10-30% del plasma seminal, esta unida a la uretra pélvica y
tiene dos partes: un cuerpo, el que rodea el cuello de la vejiga; y una parte
diseminada, que se extiende alrededor de la uretra. De manera general, esta regula
su funciébn mediante los prostosomas, los cuales almacenan calcio, lipidos,
nucleétidos y enzimas, lo que confiere procesos de estabilizacion de membrana,
manteniendo una capacitacion y reaccion acrosomal ordenada (Garcia-Contreras,
2012; Parkinson, 2019).

Las vesiculas seminales son un par de glandulas lobulares que se unen al conducto
deferente, formando el conducto eyaculador. Estas aportan el mayor volumen del
plasma seminal (60%) durante la eyaculacién, produciendo principalmente fructosa,
inositol, citrato, asi como prostaglandinas (Parkinson, 2019; Trujillo-Ortega et al.,
2017).

Las glandulas bulbouretrales del verraco producen un tapon de gel, el cual sirve
como un sellador del cuello uterino, evitando el reflujo de semen después del

apareamiento, este aporta del 2-5% del eyaculado (Bathgate, 2022).

Pagina |22



3.12. Mecanismos de regulacion del proceso reproductivo.

La regulacion del proceso reproductivo en el verraco depende de una serie de
elementos mediados por el sistema neuroendocrino (Figura 7), donde el cerebro
envia sefiales al hipotalamo, el cual genera la produccion de la Hormona Liberadora
de Gonadotropinas (GnRH), la cual viaja hacia la hipdfisis anterior o adenohipofisis,
quien libera la Hormona Luteinizante (LH) y la hormona foliculoestimulante (FSH).
Teniendo como 6rgano diana los testiculos, especificamente se depositan en las
CL y las células de Sertoli (CS). Las CL se encargan de la produccion de estrégenos
y andrégenos como la Testosterona, que promueve el desarrollo de los 6rganos
sexuales, la funcion reproductiva normal y el comportamiento sexual. Por su parte,
las CS producen una gran cantidad de proteinas y hormonas que le permiten regular
la espermatogénesis, generando un microambiente adecuado para la division
celular (De Loera, 2015; Nufiez et al., 2016; Maistrelli et al., 2022).

\ "V

¥ Testosterona

Figura 7: Regulacién del eje Hipotalamo-Hipdfisis-Gonadas.
(De Loera, 2015).

3.13. Produccion espermatica: ciclo espermatico.

En los verracos la produccion espermatica (PE) consta de tres etapas: la
espermatogénesis, que comprende la fase premeibtica, proliferativa y de
autorrenovacion (proliferacién de espermatogonias) y la fase meiética (formacion de
espermatocitos primarios y secundarios); la espermiogénesis que abarca la fase

posmeiotica (elongacion y espermiacion de espermatidas); y la maduracion de
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espermatozoides en el epididimo (Rodriguez y Wettstein, 2004; Geisert et al.,
2020).

Esta se lleva a cabo en los tubulos seminiferos, dando origen al ciclo del epitelio
seminifero, estos tubulos forman una barrera hemato-testicular, la cual se encarga
de mantener una restriccion a diferentes niveles del testiculo (Figura 8), generando
un ambiente protector para las células espermaticas y evitando se lleven a cabo una

reaccion autoinmune, contra las células en desarrollo.

Complejos de unién

Espermatozoide

Células de Sertoli

Figura 8: Barrera hemato-testicular.
(Adaptado por Medina-Gonzéalez, 2022).

Esta barrera se encuentra formada principalmente por CS, mismas que forman
complejos de unién encargados de albergar a las células en dos compartimentos:
uno basal, que mantiene espermatogonias y espermatocitos primarios recién
formados; y una adluminal, que aloja espermatocitos primarios, secundarios y

espermatidas en etapa de diferenciacion (De Loera, 2015; Bathgate, 2022).

Parrish et al. (2017), mencionan que la PE se puede dividir en etapas o en ciclos,
de los cuales se describen cuatro ciclos, basados principalmente en la morfologia y
formacion del acrosoma, cada ciclo tiene una duracién de 8.6 dias, esto significaria
que la espermatogénesis/espermiogénesis dura 34.4 dias, mientras que la
maduracion dura 10.2 dias, por lo que, un ciclo completo-(desde la proliferacion de
las espermatogonias hasta la eyaculacion de células maduradas) tiene una duracion

aproximada de 45 dias (Figura 9).
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Transporte a través del epididimo: 10 dias (45 dias)
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Figura 9: Ciclo espermético del verraco. El ciclo comienza con A, Espermatogonias A; In,
espermatogonias intermedias; B, espermatogonias tipo B; pL, espermatocito preleptoteno
primario; Z, espermatocito cigoteno primario; eP, espermatocito paquiteno primario; mP,
espermatocito paquiteno medio; IP, espermatocito paquiteno tardio; D, espermatocito
diploteno primario; M, cuerpo meiético. Posteriormente se encuentran las espermatidas,

que se van elongando hasta formar el espermatozoide a los 35 dias.
(Adaptado de Parrish et al., 2017).

3.13.1. La célula espermética.

El espermatozoide se compone de una cabeza en forma ovalada, un cuello que
funciona como pieza de conexion y una cola o flagelo, que se divide en 3 porciones:
pieza media, pieza principal y pieza terminal (Figura 10). Se encuentra rodeado por
una membrana plasmatica compuesta de glicoproteinas y lipidos, distribuidos segun

la zona (Garcia-Contreras, 2011; Trujillo-Ortega et al., 2017).
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Figura 10: Estructura del espermatozoide.

(Adaptado de Bathgate, 2022).
La cabeza del espermatozoide estad compuesta en la parte central por un nucleo,
que surge de la condensacién de la cromatina; y por una zona acrosomal en la
punta, las cual abarca dos tercios de la cabeza y contiene enzimas como Acrosina,
Hialuronidasa, Lisina, Hidrosinas y Esterasas. La cabeza se une al flagelo mediante
la fosa de implantacién, seguido por a la zona mitocondrial, presente en la pieza
media, que le suministra la energia necesaria al espermatozoide para moverse. Las
mitocondrias, rodean el axonema, microtubulos que van de la pieza principal a la

terminal encargados del movimiento (Bathgate, 2022).

3.14. Colecta de eyaculado.

El eyaculado, de manera rutinaria se recolecta en intervalos de cinco a siete dias,
estd compuesto por espermatozoides y plasma seminal que procede del epididimo

y glandulas sexuales accesorias (Sebastian-Abad et al., 2021).

La técnica de la mano enguantada es la mas usada en el proceso de recoleccion
seminal en porcinos, sin embargo, se considera que la recolecciéon es uno de los
puntos mas criticos, pues el uso de guantes de latex puede resultar ser toxico para
los espermatozoides, de igual forma, el enfriamiento rapido podria causar
alteraciones, e incluso ser el punto principal de contaminacion bacteriana del

eyaculado (L6pez-Rodriguez et al., 2017).
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3.14.1. Fracciones del eyaculado.

Los eyaculados de verraco contienen tres fracciones que se identifican facilmente
segun la secuencia de descarga y densidad. La primera fraccion, denominada
fraccion pre-espermatica (FPE), estd compuesta principalmente por agua sin
espermatozoides, sin embargo, contiene sustancias liticas que permiten mejorar
condiciones ambientales a las que se someten los espermatozoides. La segunda
fraccion, denominada fraccion rica (FR) en espermatozoides (aproximadamente 30-
50 mL), es densa y contiene la mayoria de los espermatozoides (80% al 90%). La
ultima fraccion, conocida como fraccién post-espermatica o fraccién pobre (FP), se
caracteriza por una cantidad significativamente menor de espermatozoides y un
predominio de las secreciones de las glandulas vesiculares, prostata y de glandulas
bulbouretrales al final de la eyaculacion (Dziekonska et al., 2017; Lépez-
Rodriguez et al., 2017).

3.15. Evaluacién del eyaculado.

La evaluacion del eyaculado se realiza con el objetivo de disminuir el efecto de la
calidad seminal sobre los resultados de fertilidad y prolificidad. La calidad esta
relacionada con factores inherentes al macho (raza, edad, genética, salud),
nutricion, sistema de obtencién y almacenaje del eyaculado (Garcia-Contreras,
2011; Bernardino, 2021).

El examen espermatico, seminograma o espermiograma, consiste en la evaluacion
de las caracteristicas macroscopicas (caracteristicas fisicas del eyaculado) y de las
caracteristicas microscopicas (caracteristicas de las células espermaticas), mismas
que permiten determinar los aspectos basicos de calidad del eyaculado (Chan,
2019).

De manera general, las caracteristicas macroscopicas que se evaltan son: color
(blanco-lechoso), olor (inodoro), volumen (50-500 mL) y pH (6.9-7.2), por lo que, la
presencia de olores, cambio en la coloracibn o aumento del pH, se vuelven
caracteristicas no deseables de un eyaculado (Espinosa, 2017; Ariagno y

Mormandi, 2018; Garcia, 2020). Asimismo, las caracteristicas seminales suelen
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estar relacionadas entre ellas, y pueden cambiar segun las condiciones del
eyaculado, el tiempo que ha transcurrido desde su obtencién, evaluacion y
utilizacién. Por su parte, el andlisis microscopico del semen se basa en la evaluacion
de manera cuantitativa de la motilidad, aglutinacion, concentracion espermatica y
morfologia de los espermatozoides (Ariagno y Mormandi, 2018). De manera mas
especializada, también permite evaluar la integridad de la membrana celular, del

acrosoma y del ADN (Velazquez, 2013).

13.15.1. Motilidad.

La motilidad espermatica, se relaciona con la capacidad de los espermatozoides de
llegar al lugar de la fecundacion, atravesando el tracto reproductivo femenino, y esta
relaciona con otros indicadores de calidad como capacidad fecundante y de
desarrollo embrionario (Garcia-Contreras, 2011). La motilidad se desarrolla
durante la estancia de los espermatozoides en el epididimo, en donde los cambios
conformacionales de las células permiten adquirir al principio, un movimiento débil,
circular no progresivo. Al llegar a la cola o flagelo del mismo, el espermatozoide
muestra una cola rigida y recta con la que pueda moverse rapidamente y dirige
linealmente el movimiento. A dicho movimiento se le denomina “motilidad
progresiva” (Brinsko et al., 2011). Sin embargo, en los ultimos afios se han
mejorado los protocolos utilizando sistemas automatizados de andlisis espermatico
(CASA), los cuales arrojan informaciéon tan precisa como lo es la velocidad
individual, morfologia de los espermatozoides, amplitud del movimiento, asi como

tipo de movimiento (Amann y Waberski, 2014).

13.15.2. Motilidad mediante sistemas CASA.

El CASA se considera el estandar en la evaluacion de la motilidad, ya que los
pardmetros de motilidad derivados del CASA incluyen no solo la motilidad total (Mot
T), sino un conteo mas preciso de motilidad progresiva (Mot P), no progresiva (Mot
NP), y los tipos de progresividad. Ademas, este sistema proporciona datos
verificables, gracias a las imagenes de video previamente analizadas (Belala et al.,
2024).
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Estos sistemas cuentan con modulos que permiten evaluar diferentes
caracteristicas de los espermatozoides, sin embargo, el mas importante es el
modulo de motilidad, el cual refleja una serie de medidas derivadas del analisis del
desplazamiento de la cabeza del espermatozoide a través del tiempo (Figura 11).
El proceso de captura inicial de la imagen proporciona un punto central en la cabeza
para cada espermatozoide y con cada captura realiza un andlisis del movimiento de
este punto central en cada captura. De este modo el sistema CASA nos puede dar
una evaluacion del desplazamiento real del espermatozoide (Valverde y Madrigal-
Valverde, 2018).

VSL

Figura 11: Esquema de movimientos principales de un espermatozoide analizados por el
sistema CASA. Donde: BCF: frecuencia de cruzamientos, VAP: velocidad de trayectoria
media, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, VCL: velocidad curvilinea,

VSL: velocidad de linea recta.
(Adaptado de Valverde y Madrigal-Valverde, 2018).

13.15.3. Concentracion de células espermaticas.

Por su parte, la determinacion de la concentracion espermatica permite precisar la
cantidad de células espermaticas por mililitro de eyaculado, reflejando la capacidad
de produccion gonadal del macho. Dicha evaluacion es parte del andlisis basico
necesario para la valoracion de un eyaculado (Garcia-Contreras, 2011; Trujillo-
Ortega et al. 2017).
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13.15.4. Morfoanormalidades.

La morfologia de los espermatozoides es una de las caracteristicas que permite
estimar la viabilidad seminal, ya que se encuentra estrechamente relacionada con
la motilidad espermatica de manera directa, debido a que existe una correlacion
entre defectos esperméticos e infertilidad, por esta razén, solo se permite un 25%

de anormalidades totales en una muestra seminal (Garcia, 2020).

Dichas anomalias de acuerdo con su origen se dividen en dos grupos: primarias,
que ocurren a nivel testicular formando defectos en la forma de la cabeza y el
flagelo; y secundarias, que se presentan en el proceso de maduracion en epididimo,
generando multiples cabezas, flagelo enroscado y gotas citoplasmaticas
(Espinosa, 2017; Estrada, 2008). Se han identificado varias anomalias en los

espermatozoides que pueden afectar negativamente la fertilidad (Figura 12).

COLA LATIGO
GOTA GOTA
CITOPLASMATICA CITOPLASMATICA
PROXIMAL DISTAL
SPZ NORMAL

Figura 12: Morfoanormalidades del espermatozoide. A, espermatozoide normal. B, Gota
citoplasmatica proximal (GP). C, gota citoplasmatica dista (GD)I. D, reflejo distal de la pieza
intermedia. E, cola latigo (ColL).

(Stewart y Knox, 2020).

13.15.5. Fragmentacion de ADN espermatico.

La evaluacion del estado del ADN espermatico puede facilitar el diagnéstico de
posibles fallos reproductivos relacionados con el semental, es frecuente que se
presente cierto grado de fragmentacion de ADN espermatico (5%), el cual esta
considerado como normal en funcion de la capacidad que tiene la célula de
restablecer aquellos fragmentos de ADN que se desprenden durante la sintesis del
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mismo, sin embargo, estados patoldgicos, golpes de calor, asi como factores
asociados a la edad, pueden incrementar estas lesiones. Por lo que, valores
inferiores al 15% de IF no se relacionan con algun efecto significativo de la
capacidad reproductiva del verraco, sin embargo, aquellos animales que muestran
IF entre el 15 y 20% son individuos relacionados con claros problemas de fertilidad
(Garcia-Contreras, 2011).

13.15.6. Reacciéon acrosomal.

La reaccion acrosomal (RA) se lleva de manera natural en la union del
espermatozoide con el ovocito, pues desencadena la liberacién de enzimas que le
permiten exponer la membrana acrosomal interna permitiendo la penetracion del
espermatozoide a la zona pelicida del ovocito (Cardona-Maya y Cadavid, 2005).
Evaluar que exista un correcto desarrollo acrosomal, entonces, resulta de suma
importancia para evaluar la capacidad fertilizante del espermatozoide (Garcia-
Contreras, 2012).

13.16. Metodologias para la preservacion de germoplasma.

Los bancos de recursos genéticos se crearon para preservar el material genético de
individuos considerados tanto en peligro de extincion, asi como ejemplares raros,
valiosos o razas que representen caracteristicas genéticamente relevantes incluido
el humano. Y con ello, facilitar el intercambio genético, y los avances en la seleccién
genética de poblaciones pequefias, nucleos y rebafios multiplicadores, asi como
material genético de muchas razas o especies locales, lo cual permitiria su
crioconservacion. Es por ello, que la crioconservacion de células: espermaticas,
ovocitos, o embriones es una herramienta biotecnolégica crucial para potencializar

Su preservacion y posterior utilizacion (Caamafio et al., 2021; Vozaf et al., 2022).

El éxito en el establecimiento de un protocolo ideal para la crioconservacion, debe
enfocarse en procesos mas economicos, sencillos y rapidos para aumentar el
potencial de uso de esta biotecnologia, particularmente en el caso de células
espermaticas de la especies porcina, la cual presenta dificultades en su proceso de

crioconservacion debido a las propiedades fisicoquimicas propias de la célula, ya

Pagina |31



que, existe una alta variabilidad individual entre sementales y los eyaculados, lo cual
lleva a clasificarlos como machos congeladores o no congeladores, asi como
eyaculados de buena congelabilidad (BC) o mala congelabilidad (MC) (Prieto-
Martinez et al., 2017; Monteiro et al., 2022).

De manera general, el procedimiento de crioconservacion consiste en la toma del
eyaculado en su FR y la eliminacién de todo el plasma seminal (PS) presente, ya
gue este ha mostrado ser perjudicial al realizar procesos de fecundacion in vitro; las
caracteristicas que provee el plasma seminal a los espermatozoides, no son
sustituidas por el uso de crioprotectores, sin embargo su funcién es proveer un
medio estable para el mantenimiento de la viabilidad y proteccion celular al
momento de descender la temperatura para su congelamiento. Estos procesos de
congelamiento se realizan de dos maneras, la primera mediante procedimiento
manuales de descenso de temperatura (técnica tradicional), pero que presenta
limitantes en cuanto a tiempos y curvas de congelamiento; por otro lado, existe la
congelacion automatica, la cual se caracteriza por tener curvas de congelamiento
mas estables, permitiendo asi que las células se adapten de mejor manera al

congelamiento (Yanez-Ortiz et al., 2021).

A pesar de esto, aun no ha sido posible estandarizar un proceso de congelacion y
descongelacién que evite una criolesién o dafio bioquimico y estructural, que se
presenta en las células esperméaticas (acrosoma, nucleo, mitocondrias, axonema y
membrana plasmatica) producidos por los cambios de temperatura, estrés
osmotico, entre otras variables como, cambios en la composicion de solutos, cambio
de fase de agua intracelular y extracelular (formacion de cristales de hielo), que
causan estrés oxidativo y disminucion de la motilidad e integridad del ADN vy por lo
tanto de su viabilidad. La supervivencia celular después de la crioconservacién no
solo implica criolesiones durante la congelacion, sino también durante los procesos
de descongelacion, por lo que, las investigaciones para optimizar la
crioconservacion de los espermatozoides porcinos han aumentado con el fin de

mejorar el rendimiento reproductivo, ademas de que son una herramienta eficaz en
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procesos de conservacion de recursos zoogenéticos biodiversos (Yeste, 2016;
Caamainio et al., 2021; Vozaf et al., 2022).

En el caso concreto de la mayoria de las razas autdctonas, la crioconservacion
presenta mayores desafios debido al desconocimiento de las caracteristicas
fisiologicas reproductivas propias de estas razas, lo cual dificulta ain mas su
conservacion y amenaza la viabilidad de los bancos de germoplasma (Avila-Portillo
et al., 2006; Caamainio et al., 2021).

Hasta el dia de hoy todos los esfuerzos en investigacion se han dirigido hacia la
optimizacién de los diferentes protocolos de crioconservacion e inseminacion
artificial (IA), la preparacion de las células espermaticas, modificacion de extensores
y crioprotectores, asi como a la identificacion de marcadores de congelabilidad en

las diversas especies, obteniendo rendimientos razonables (Yeste, 2016).

13.17. Alteraciones durante la congelabilidad.

Para la crioconservacion se deben considerar diferentes factores que afectan la
viabilidad celular durante los protocolos de congelacién-descongelacién, en el caso
de las células espermaticas de cerdo, debido a la estructura especifica de su
membrana celular, ya que, estan formadas por una capa que contiene un elevado
namero de acidos grasos poliinsaturados y bajos niveles de colesterol, haciendo
gue no se distribuya de manera homogénea a lo largo de ambas capas, ademas de
presentar un contenido mas bajo de lecitina que otras especies, volviéndola una
membrana menos fluida. Estas caracteristicas vuelven a los espermatozoides
porcinos mas propensos a sufrir un choque térmico, principalmente entre los 5 y
22°C (Pezo et al., 2018; Huang et al., 2019; Bosch et al., 2020).

Ademas de los factores que tienen que ver con la estructura celular también existen
aguellos que tienen que ver con el proceso de congelamiento, principalmente
durante la solidificacién del agua en hielo, ya que esta implica alteraciones en la
capacidad que tiene el agua para mantener un equilibrio entre los solutos y los
solventes, transformandose en un ambiente hiperosmaético (Ribeiro et al., 2022).

Por lo que, uno de los desafios cruciales para las células criopreservadas, es el
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criodafio generado entre los -15 y-60 °C, ya que, a los -5°C las células y el medio
extracelular se mantienen descongelados y superenfriados, pero ente -5y -15 °C,
se comienzan a formar los cristales de hielo en el contenido extracelular, mas no en
el intracelular. Al encontrarse la célula en un medio hiperosmatico, el agua comienza
a fluir fuera de la célula y se congela posteriormente, siendo que la velocidad de
enfriamiento se vuelve crucial, es decir, si el descenso de temperatura es muy bajo,
la mayor parte del agua saldra de la célula, deshidratandola y contrayendo el
volumen de los organulos y membranas, mientras que si la velocidad es demasiado
rapida, el agua no saldra de la célula, provocando un congelamiento intracelular
formado cristales de hielo en el citoplasma (Yeste, 2016; Jovi€ié et al., 2020; Wang
et al., 2024).

Alteraciones moleculares Alteraciones estructurales
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Figura 13: Principales alteraciones y modificaciones en las estructuras del

espermatozoide durante la crioconservacion.
(Yanez-Ortiz et al., 2021).

Estos factores, tanto en estructura de la célula como en el procedimiento de
congelacion, generan dafios irreversibles en la célula espermatica. Estas
alteraciones son causadas por los procesos de congelacién y descongelacion
(Figura 13), las cuales son responsables de la disminucion de la viabilidad de al

menos el 50% de las células espermaticas (Yafez-Ortiz et al., 2021).
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13.18. Uso de crioprotectores.

El proceso de criopreservacion de espermatozoides porcinos supone la
implementacion de metodologias que alteran los parametros fisicoquimicos de las
células, induciendo lesiones (criodafio) a nivel de las membranas plasmaticas,
mitocondrias, acrosoma, entre otros componentes estructurales que afectan la

fisiologia normal de los espermatozoides (Pinzon y Herrera, 2022).

Por ello, el uso de crioprotectores (CPA) es un principio basico para la preservacion
de las células, ya que se fundamenta en la disminucién del metabolismo celular,
manteniendo un medio estable que permita a los espermatozoides conservar su
integridad funcional durante largos periodos. De manera general, los agentes
crioprotectores estan compuestos por un tampon, fuentes crioprotectoras, una
fuente de energia (azlcares) y otros aditivos como antibiéticos, vitaminas y

antioxidantes (Yafez-Ortiz et al., 2021).

La diversidad de fuentes crioprotectoras es amplia, los agentes crioprotectores
clasificados como de “baja toxicidad celular”, tienen la finalidad de reducir los dafos
en las membranas durante el proceso de congelacion, los cuales de acuerdo con
su capacidad para difundirse a través de la membrana citoplasmatica celular se
pueden clasificar en dos grupos principales: Crioprotectores no permeables (CPA
NP), y Crioprotectores permeables (CPA P) (Dominguez-Rebolledo et al.,
2023).

Los llamados crioprotectores no permeables, tienen un gran peso molecular, por
lo que, no pueden ingresar a la célula, pero se encargan de mantener un medio
extracelular estable, esta estabilidad se da por la interaccidon entre el crioprotector y
los componentes de la membrana plasmatica celular. Dentro de los CPA NP
podemos encontrar azucares como es el caso de la Glucosa, Fructosa, Lactosa y
Trehalosa (los cuales también funcionan como fuente de energia), aminoacidos,
varias proteinas, lipoproteinas y otras macromoléculas como metilcelulosa, alcohol
polivinilico y polivinilpirrolidona (Simonik et al., 2022; Dominguez-Rebolledo et
al., 2023; Chang et al., 2025).
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De manera general, la yema de huevo juega un papel fundamental en la
crioconservacion, ya que estas permiten mantener la integridad de las membranas
celulares, reducir el estrés por frio y proporcionar nutrientes a las células. Estas
caracteristicas hacen que la yema de huevo sea una de las més utilizadas, ya que
contiene una elevada cantidad de Lipoproteinas de baja densidad (LDL), las cuales
tienen accion extracelular, formando una capa alrededor de la célula, lo que evita la

formacion de cristales de hielo (Pezo et al., 2018; Yafiez-Ortiz et al., 2021).

Por otra parte, los crioprotectores permeables tienen un bajo peso molecular, lo
qgue les permite cruzar la membrana plasmatica. Dentro de estos compuestos se
pueden utilizar alcoholes, como es el caso del glicerol, el cual se encarga de generar
un proceso osmoético entre la célula y el ambiente extracelular, evitando la perdida
excesiva de agua de la célula, volviéndolo el crioprotector de uso comdn en
protocolos de congelamiento; otros autores reportan el uso de etilenglicol (Pezo et
al., 2018; Farhad Vafaei et al., 2019).

Del mismo modo, se ha reportado otro grupo de CPA P, que comprende un grupo
de amidas (Dimetilacetamida, Metilformamida y Dimetilformamida), las cuales
tienen un menor peso molecular en comparacion con los alcoholes, generando un
menor dafio osmético, no obstante, la toxicidad y efectividad de este grupo depende,
principalmente, de su variabilidad entre especies, debido a la resiliencia

espermatica (Yanez-Ortiz et al., 2021).

El Dimetilsulfoxido (DMSO), resulta ser otra alternativa, ya que también es un
agente de bajo peso molecular, que ha sido utlizado principalmente en la
crioconservacion de células y tejidos, sin embargo, en los ultimos afios se ha ido
descubriendo su potencial para mejorar la criopreservacion del semen animal,
demostrando también que puede tener un efecto agonista al combinarse con
glicerol, reduciendo el dafio generado en semen descongelado (Razul et al., 2007;
Fu et al., 2023).
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Es por ello, que el uso de crioprotectores es fundamental, pues proporcionan las
condiciones necesarias de energia, pH, osmolalidad y fuerza ionica, para que las
células espermaticas soporten el descenso de temperatura y asi se minimicen las
variaciones fisicas que conducen al dafio estructural y muerte celular, sin embargo,
los CPA P también pueden inducir a una toxicidad en la célula (citotoxicidad), que
resulta, en principio de las caracteristicas citotoxicas de cada crioprotector y también
de una distribucidon poco uniforme a través de la membrana celular, generando
dafos importantes para los espermatozoides, volviendo importante el estudio de los
diferentes compuestos (Pezo et al., 2018; Farhad Vafaei et al., 2019; Yanez-Ortiz
et al., 2021).
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4. METODOLOGIA

La presente investigacion se llevo a cabo en una Unidad de Produccion Porcina de
Baja Densidad (UPPBD), ubicada en la region geogréfica del Valle del Mezquital, la
cual se encuentra ubicada en la zona occidental del estado de Hidalgo. Esta cuenta
con una climatologia mayormente templado-frio, y una temperatura media anual de

16°C, con un periodo de lluvias en los meses de mayo a septiembre.

La unidad de produccion porcina, con un sistema de produccion de ciclo completo
con manejo en semiconfinamiento, en la cual se realiza la crianza de la raza porcina
criolla Ts’udi Xirgo (Nativa del Valle del Mezquital), la cual pertenece a programa

de conservacion de recursos zoogenéticos.

4.1. Disefio de la investigacion.

Para cumplir con los objetivos planteados para esta investigacion se procedio a
desarrollar dos etapas de experimentacion, mismas que se describen a

continuacion (Figura 14).

_| Calidad Seminal de Cerdos Criollos con Fines de Preservaciéndel |
Germoplasma

¥
Técnica de la mano enguantada (Abrego,

v v 2019).
V V Ritmo de colecta: 1 vez x semana.
= v v

Figura 1. Ubicacién del Valle del Mezquital
en el Estado de Hidalgo.
(Adaptado de Redaccion, 2019)

( Etapa 1 | ( Etapa2 )
Evaluacion de los Evaluacién de los
eyaculados. eyaculados para su

Crioconservacion.

Tres verracos criollos de la raza .
Tres verracos criollos de laraza  Tres verracos de linea comercial.

Lllﬂ_l':I ‘:—‘!-,‘;”f—” Ts'Udi Xirgo. v
v

Calidad Seminal Evaluacién de

Integridad Acrosomal
Evaluacién de Citotoxicidad de

diferentes Crioprotectores

Figura 14: Esquema general de la investigacion (Elaborado por Medina-Gonzalez, 2025).
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La evaluacion de los sementales se dividié en dos etapas:

Etapa 1: Esta etapa dur6 15 semanas, tiempo durante el cual los verracos fueron
incluidos a un programa de extraccién en maniqui, en esta etapa se utilizo la técnica
de extraccién de eyaculados completos (FC), con los cuales se logro realizar
analisis de espermiograma basico y la implementacién de una técnica especializada
(Integridad Acrosomal) para la determinacion de la calidad seminal de cerdos

criollos.

Etapa 2: Esta etapa duré 5 semanas, tiempo durante el cual se implementaron los
protocolos de adaptacién a la crioconservacion para la preservacion de los

eyaculados de cerdos criollos.

Ambas etapas fueron desarrolladas en la Unidad de Produccién Porcina Ts’udi
Xirgo, en el Laboratorio de Imagenologia Zootécnica y Gestion Ambiental de la
Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Xochimilco, asi como en el Laboratorio
Acuatico-Pecuario perteneciente al Centro Nacional de Recursos Genéticos
(CNRG) del INIFAP, en Tepatitlan, Jalisco.

4.1.1. Animales.
La UPPBD, cuenta con un area de sementales, de los cuales se eligieron tres
verracos, una vez seleccionados, se procedio a establecer los protocolos de colecta

de semen con un programa de trabajo semanal.

Para cumplir con los objetivos establecidos, las diferentes etapas se distribuyeron

de la siguiente manera:

Etapa 1: Se utilizaron tres sementales criollos de la raza Ts’udi Xirgo, en fase
reproductiva, los cuales tenian un peso promedio 120 Kg. Se programd la colecta

de los eyaculados semanalmente, y el periodo de evaluacion incluyo 15 semanas.

Etapa 2: Para evaluar los protocolos de crioconservacion antes del congelamiento,
se utilizaron seis crioprotectores permeables y un testigo, los cuales se aplicaron a

los eyaculados obtenidos de tres sementales criollos de la raza Ts’udi Xirgo y a
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tres eyaculados de verracos de razas comerciales, dicha etapa tuvo una duracién

de cinco semanas.

4.1.2. Tiempo de adaptacion.

Los sementales tuvieron un tiempo de adaptacion y entrenamiento para la colecta
de los eyaculados por un periodo de cuatro semanas, dicha adaptacion consistio en
el entrenamiento de los sementales, el cual se realizo utilizando un potro o maniqui
de colecta seminal. Para la eleccion de los sementales se tomaron en cuenta los
criterios de comportamiento descritos por De Loera (2016), para la identificacion de

aguellos verracos que presentaban un comportamiento apto para la colecta.

4.1.3. Alojamiento.

Los sementales estuvieron alojados en jaulas individuales, donde se evaluaba su
comportamiento, en cuanto a su alimentacion, las dietas se suministraban una vez
al dia, las cuales consistian en una dieta balanceada para machos reproductores
con un aporte de 13% de proteina y 3150 Kcal de energia metabolizable.

4.1.4. Colecta seminal.

Tanto para el entrenamiento como para la dinamica de colectas de eyaculado se
implement6 la técnica de la mano enguantada (Abrego, 2019) (Figura 15).
Conforme a lo descrito por Garcia-Contreras (2010), se establecié un ritmo de

colecta de una vez por semana.

Figura 15: Colecta Seminal utilizando
la técnica de la mano enguantada.
(Tomada por Valencia-Mauricio, 2025).
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4.2. Etapal. Evaluacion de los eyaculados.
4.2.1. Calidad seminal.

Se colectaron los eyaculados completos (sin fraccionar) de tres sementales,
utilizando un termo de colecta, el cual contenia un vaso desechable cubierto con
una bolsa estéril y un filtro, que al momento de la colecta permitia el paso del
eyaculado y la separacion de la porcién gelatinosa (tapioca), ademas de evitar la
contaminacion con otras particulas. Una vez colectada la FC, este se mantuvo en

un termo a una temperatura de 37°C, hasta su evaluacion en el laboratorio.

Se realiz6 la evaluacion del espermiograma béasico, tomando en cuenta la
metodologia planteada por Garcia-Contreras, 2010 y Vargas-Murillo, 2014. La
evaluacion de la calidad seminal consisti6 en una valoracion macroscoépica
(volumen y color) y una microscopica (motilidad: motilidad masal (Mot M) y motilidad
individual (Mot [); grado de aglutinacion, concentracién espermética (Spz/mL); y
morfoanormalidades (%) (Vargas-Murillo, 2014; Del Valle, 2017) (Figura 16).

—

Etapa 1 )

Evaluacion de los
eyaculados.

Duracion
15 semanas

-

Técnica de la mano enguantada (Abrego, Tres verracos criollos de la raza

2019). Ts idi Xirgo.

Ritmo de colecta: 1 vez x semana.

n“ Calidad Seminal Evaluacion de B: Espermatozoide dafiado (SpzD).

L

Integridad Acrosomal

v C: Espermatozoide con perdida
v ” parcial (SpzPP).
Caracteristicas Macroscopicas v ‘J D: Espermatozoide sin acrosoma
A cﬂ (sz5A).
Volumen Olor Color \f
(mt) (1-2) (1-6) X7 , = AT
4 < AR
—~ I} =
e = T { V7S .Q\~~ &
Caracteristicas Microscopicas £ 12 L.
s e e AT
Motilidad  Motilidad Aglutinaciones | AT e
Masal (%)  Individual (0-3) 5 o AT &‘
(5-0) A L S
Contaminaciones Concentracion Morfoanormalidades (Valencia-Mauricio, 2024)
(0-3) espermatica (%)
(Spz/mL*)

Figura 16: Esquema de trabajo para la Etapa 1 (Elaborado por Medina-Gonzalez, 2025).
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4.2.1.1. Valoracion macroscopica.

Se evaluaron las caracteristicas macroscopicas de cada eyaculado tomando en

cuenta dos variables principales.

a. Volumen:
El volumen del eyaculado se expresa en gramos (gr). Para obtener el
volumen del semen sin fraccionar se peso6 la FC con una bascula analitica
KERN ABS-N (Kern & Sohn, Alemania).

b. Color:
La clasificacion de color se realizé segun lo descrito por Espinoza (2017) y

Trujillo-Ortega et al. (2017) de la siguiente manera:

1. Blanco transparente. 1. Marrén-Rojo (Presencia de sangre).
2. Blanco lechoso. 2. Verde/metalico (contaminacion por tapioca).
3. Blanco cremoso. 3. Amarillo (contaminacion por orina).

4.3.1.2. Valoraciones microscopicas.

En el caso de las variables microscoépicas, estas estan mas relacionadas con

indicadores de calidad seminal, por lo que se evaluaron:

A. Motilidad:
Para la evaluacién de la motilidad masal, se atempero un portaobjetos y un
cubreobjetos a 37°C, en una termoplatina, posteriormente se colocé una gota de
semen en el portaobjetos y se observo en un microscopio Olympus CX31
(OLYMPUS Corporation, Tokio, Japén) utilizando un objetivo de 10x. expresando el
resultado en porcentaje (%). En el caso de la motilidad individual, se observé al
microscopio con un objetivo de 40x. para su evaluacion se utilizé la clasificacion
descrita por Garcia-Contreras (2010), donde:

e 5 = Movimiento progresivo vigoroso muy rapido.

e 4 = Movimiento rapido y progresivo.

e 3 = Movimiento progresivo lento y sinuoso.

e 2 = Movimiento anormal, algunos progresivos.
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e 1 = Pocos espermatozoides mdviles, con movimiento progresivo, o girando
e sobre si mismos.

¢ 0 = Movimiento inexistentes, espermatozoides inmoviles (necrospermia).

c. Aglutinaciones y Contaminacion:
La evaluaciéon de aglutinaciones y contaminacion se hizo de la misma forma para
ambos casos, utilizando una gota de semen, siguiendo el procedimiento antes
mencionado para evaluacion de motilidad individual, utilizando un objetivo 40X, las
aglutinaciones y contaminacion presentes en el campo se clasifico siguiendo la

escala de descrita por Trujillo-Ortega et al. (2017).

e No se observa.
e Baja (+): menos del 25% del campo la presenta.
e Moderada (++): cerca del 50% del campo la presenta.

e Severa (+++): mas del 50% del campo la presenta.

d. Concentracion espermatica:

Para evaluar la concentracibn espermatica de cada eyaculado se utiliz6 un
fotbmetro iIMV Micro Reader | (IMV Technologies Group, SAINT-OUEN-SUR-ITON,
L'Aigle, Francia), con un filtro de 580 nm, adaptando las técnicas manuales
planteadas por Gomez-Pérez, (2007) y Chanda et al. (2019). Para ello, se mezcl6é
dentro de una celda plastica especial (cuvette), una muestra de 100 ul de FC, semen
sin fraccionar (SSF) y, otra mas de SF, ademas de una muestra de 100 pl de FR
con 2400ul de un diluyente de almacenamiento de larga duracion (HDT1), teniendo
como muestra final una mezcla 1:25, dicha concentracion final se obtuvo utilizando
una micropipeta calibrada previamente. A continuacion, se homogeneizd por un

periodo de 30 segundos para su lectura.

Para la lectura, como primer paso se procedio a calibrar el equipo (fotometro iMV
Micro Reader ) a 0.000 ABS, para ello se colocd, un cuvette con 2500 pl de HDT1,
posteriormente dio lectura a las muestras previamente homogeneizadas en cada

cuvette (FC, SSF, SF y FR), registrando el espectro de luz detectado para realizar

Pagina |43



el calculo de concentracion espermatica por mililitro (Spz/mL1), segun la curva de
calibracion preestablecida por el equipo. Expresado los valores obtenidos en

millones por mililitro.

Para la concentracion espermatica total (Spz eyaculado?), se utilizé la ecuacion:

Spz eyaculado?® = Spz mL* x (FR + FP)

e. Morfoanormalidades:

Para realizar la identificacién y conteo de morfoanormalidades se siguio lo planteado
por Garcia-Contreras (2010), tomando una muestra de 20 pL de FC o FR y se
coloco sobre un portaobjetos, afladiendo una gota de 20 pL de tincién Wright.
Ambas gotas se homogenizaron y se realizé un frotis extendiéndolas de manera

horizontal, una vez realizado el frotis se dejo secar a temperatura ambiente.

Todas las muestras se evaluaron por triplicado, contando un total de 200 células por
frotis en un microscopio de campo claro con un objetivo 100X. Se tomaron en cuenta
morfoanormalidades: colas latigo (CoL), asi como gotas citoplasmaticas distales
(GD) y proximales (GP), de acuerdo con lo descrito por Stewart y Knox, 2020
(Figura 17). Los resultados se expresan en porcentaje (%).

COLA LATIGO
GOTA GOTA
CITOPLASMATICA CITOPLASMATICA
PROXIMAL DISTAL
SPZ NORMAL

Figura 17: Morfoanormalidades del espermatozoide. A, espermatozoide normal; B, Gota
citoplasmética proximal; C, gota citoplasmética distal; D, cola latigo.

(Stewart y Knox, 2020).

Pagina |44



4.3.1.3. Evaluacion de la Integridad Acrosomal (InA).

Para la evaluacion de la InA se implement6 la metodologia descrita por Herrera-
Barragan, (2000) y Garcia-Contreras, (2010). Para ello, se tom6 una muestra de
10 pl de la FC o FR, la cual se coloco en un portaobjetos para realizar un frotis, se
dej6 secar, para posteriormente sumergirla en etanol al 100% durante 30 min. A
continuacion, se dejaron secar y se realiz0 la lectura en un microscopio Olympus®
CX31 (OLYMPUS CORPORATION, Tokio, Japén), con un objetivo de 40 X,
realizando un conteo de 100 células por frotis para evaluar las caracteristicas de
integridad acrosomal en campo claro (Figura 18), adaptando la clasificacion
propuesta por Cardona et al., 2006 y Lenis et al., 2014 en funcion de la integridad

donde:

a) Espermatozoide normal (SpzN): Se observa el espermatozoide intacto y el
borde es continuo y liso.

b) Espermatozoide dafiado (SpzD): el acrosoma no tiene morfologia normal,
presenta dafo en la cabeza.

c) Espermatozoide con perdida parcial (SpzPP): el acrosoma comienza a
perderse, tiene apariencia dentada y el borde es discontinuo.

d) Espermatozoide sin acrosoma (SpzSA): Hay perdida de la tincién, y se

observa solo la linea ecuatorial de la cabeza del espermatozoide.

J . | W\ \
N by L

=B / i
Figura 18: Integridad acrosomal. A, Espermatozoide normal (SpzN); B, Espermatozoide dafiado

(SpzD); C, Espermatozoide con perdida parcial (SpzPP); D, Espermatozoide sin acrosoma (SpzSA).
(Valencia-Mauricio, 2024).
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4.4. Etapa 2. Evaluaciéon de los eyaculados para su crioconservacion.

La evaluacion de los espermatozoides antes del proceso de crioconservacion

comprendio la evaluacion de la capacidad de resistencia celular al periodo de

adaptacioén, analizando la citotoxicidad de diferentes crioprotectores y su efecto en

las células espermaticas. Para ello, se utilizé SF; el cual se colect6 utilizando dos

termos de colecta: una para la FR y otro para la FP, preparados como se describio

previamente y manteniendo una temperatura de 37°C durante toda la recolecta y

almacenamiento hasta su respectiva evaluacion. En la Figura 19, se muestra el

esquema de las actividades que conforman esta etapa de evaluacion.

[ Etapa 2 ]

Evaluacién de los
eyaculados para su ———————— e e
Crioconservacion.

7
» vv }E/.l;»’ “\’

Tres verracos criollos de la raza Tres verracos de linea comercial.
Ts udi Xirgo.

s

Evaluacion de Citotoxicidad de
diferentes Crioprotectores

& ¥

Duracién
5 semanas

.. Glicerol TO=Inmediatamente después de
Evaluacién en fresco Etilenglicol la adicion;
Dimetilacetamida T1= 1 Hora posterior a la adicion
Metilformamida (PA)
Dimetilformamida T2= 2 Horas PA
Dimetilsulfoxido T3= 4 horas PA
Testigo HDT

TP ® © - e

Evaluacién seminal: CASA (Computerized
Assisted Sperm Analysis)

-Motilidad Total (Mot T %)

-Motilidad Progresiva (Mot P %)

-Cinematica espermatica (VCL, VSL, VAP, LIN,
STR, WOB, ALH y BCF).

Figura 19: Esquema de trabajo de la Etapa 2 para la Evaluacion de los eyaculados para su
crioconservacion (Elaborado por Medina-Gonzélez, 2025).
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4.4.1. Evaluacién seminal en fresco.

Se procedidé a la colecta seminal utilizando dos termos que contenian un vaso
desechable recubierto con una bolsa plastica nueva, cubierto con un filtro para
separar la tapioca del contenido liquido y evitar contaminaciones y manteniendo una
temperatura de 37°C, obtenido un eyaculado fraccionado, el cual se almaceno hasta
su procesamiento, lo cual permitié que la FR y la FP fueran colectadas por separado.
Una vez colectada la FR se realiz6 la su evaluacién para identificar los valores mas
objetivos de motilidad y cinematica espermatica, dada por la movilidad y calidad
espermética (Barquero et al., 2021), antes del proceso de congelamiento, para ello
se utilizé un sistema CASA (AndroScope, sistema CASA portatil: Minitib GmbH

Hauptstral3e, Tiefenbach, Alemania).

La motilidad y la cinematica espermatica evaluada consider6 los parametros de

calidad seminal que se observan en el Cuadro 2 (Suarez-Mesa et al., 2021).

Cuadro 2: Parametros establecidos de cinematica espermatica en sistema CASA.

Pardmetro Unidad Descripcion
Trayectoria media de m/s Velocidad media de la trayectoria suavizada de la
velocidad (VAP) H cabeza del espermatozoide
Velocidad de linea m/s Velocidad media medida en linea recta desde el
recta (VSL) H principio hasta el final de una pista
Velocidad curvilinea Velocidad promedio medida sobre la pista real
pum/s . .
(VCL) punto a punto seguida por el espermatozoide
Rectitud (STR) % Rela_mqn VSL/VAP, mide |la densidad de
movimiento
Oscilacién (WOB) % Relacién VCIT/VAP, mide la oscilaciéon de los
espermatozoides
Linealidad (LIN) % Relacion VSL/VCL, mide la direccion
Amplitud de cabeza , Amplitud de giro del desplazamiento lateral de la
micras : \ )
lateral (ALH) cabeza con respecto a una pieza intermedia
Frecuencia de cruce Hy Frecuencia con la que la trayectoria curvilinea
de batidas (BCF) cruza la lineal en funcién del tiempo

Fuente: Suarez-Mesa et al.,2021.
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4.4.2. Evaluacién de la citotoxicidad de diferentes crioprotectores.

Para realizar la evaluacion seminal y definir un protocolo de crioconservacion para
los eyaculados de los sementales de la raza Ts’udi Xirgo (Figura 20), se realiz6
una prueba en la cual se utilizaron seis diferentes crioprotectores permeables:
Glicerol (GLI), Etilenglicol (EG), Dimetil-Acetamida (DMA), Metil-Formamida (MF),
Dimetil-Formamida (DMF) y Dimetil-Sulféxido (DMSO), ademas de un testigo
(HDT2), el cual es un diluyente crioprotector de primer paso sin la adicion de
crioprotectores permeables. La citotoxicidad de los crioprotectores se evalud segun
la motilidad y calidad espermética, durante la etapa de adaptacion
precongelamiento a diferentes tiempos (TO: 0 horas, T1: 1 hora, T2: 2 horas y T4:
4 horas), dicha evaluacion se realiz6 tanto en cerdos criollos de la raza Ts’udi Xirgo

como en cerdos hibridos comerciales.

[ Etapa 2 ]
Evaluacidon de los 3
Duracion
eyaculados parasu =~ >
5 semanas

Crioconservacion.

Tres verracos criollos de la raza Tres verracos de linea
Ts Odi Xirao. comercial.

Colecta de semen fraccionado Evaluacién de Citotoxicidad de
Ritmo de colecta: 1 vez x semana. = i
diferentes Crioprotectores
Dilucion 2:1 con HDT (37°C)
Reposo de 18 hrs en refrigeracion (16°C)

Recoleccion de 600 pl de semen 7—, SETe ey

Dilucién en 1200 pl de HDT 3 (6%)

- _SiSS§

Etilenglicol Evaluacion seminal: CASA (Computerized

Dimetilacetamida Assisted Sperm Analysis)

Metilformamida -Motilidad Total (Mot T %)
Dimetilformamida -Motilidad Progresiva (Mot P %)
Dimetilsulfoxido -Cinematica espermatica (VCL, VSL, VAP, LIN,

Testigo HDT STR, WOB, ALH y BCF)

TO=Inmediatamente después de
la adicion;

T1= 1 Hora posterior a la adicién
(PA)

T2=2 Horas PA

T3=4 horas PA

EERD

Medina-Gonzalez, 2023

Figura 20: Esquema de la Etapa 2: Evaluacion de la citotoxicidad de diferentes
crioprotectores (Elaborado por Medina-Gonzalez, 2023).
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4.4.2.1. Evaluacion seminal antes del congelamiento.

Los eyaculados de los tres cerdos de cada una de las razas (Ts’udi Xirgo y linea
comercial) fueron evaluados utilizando un sistema CASA, el cual permitié obtener

valores objetivos de la motilidad y cinematica espermética (Barquero et al., 2021).

El periodo evaluado fue de cinco semanas, con una frecuencia de colectas cada

siete dias, lo cual permitio obtener 30 eyaculados para la evaluacion.

4.4.2.1.1. Preparacion de las muestras.

De los eyaculados colectados se utilizo la porcion SF, misma que fue evaluada de
manera manual como se describe en el punto 4.3.1 Calidad seminal. Para el caso
de la evaluacién del espermiograma bésico, se realiz6 un muestreo por triplicado de
la FR en tubos cénicos de 50 ml, realizando una dilucién 2:1 con un diluyente de
almacenamiento de larga duracion (HDT1), elaborado a base de Tris, Fructosa y
Acido Citrico monohidratado, con esta dilucion se realiz6 el transporte y
almacenamiento de las muestras frescas colectadas en campo, manteniendo una
temperatura entre 36-37°C, conservando tres repeticiones por cada eyaculado.
Estas muestras se colocaron dentro de una hielera eléctrica (EASY WHEELS MCE-
23512), colocando las muestras para su reposo en refrigeracion (16-17°C) durante
18 hrs, para que por efecto de sedimentacion se formara en el fondo de la muestra
un tapon o pellet, el cual contenia Unicamente el paquete celular. Transcurridas las
18 hrs, se retir6 el sobrenadante de cada muestra dejando Unicamente el pellet
formado al fondo del tubo. Dicho pellet fue colocado en refrigeracibn a una
temperatura de 4°C, dejando reposar las muestras hasta que se estabilizaran a la

misma temperatura.

Durante el reposo de las muestras, se realizaron alicuotas de 1350 pl en microtubos
de 2.0 ml del diluyente crioprotector de segundo paso (HDT3), el cual contenia un
crioprotector no permeable (yema de huevo), ademas de cada uno de los
crioprotectores permeables (GLI, EG, DMA, MF, DMF, DMSO), adicionados al
HDT2, en una concentracion al 6%, asimismo un grupo testigo (THDT), el cual

consistié en un diluyente crioprotector de primer paso sin la adicion de crioprotector
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(HDT2), por lo que, se utilizaron siete tratamientos, los cuales fueron adicionados
por igual a cada una de las muestras evaluadas, obteniendo un total de 42 alicuotas

de 1350 ul (Figura 21). posteriormente las alicuotas fueron estabilizadas a 4°C.

Figura 21: PreparC|on de las alcuos de HDT3 y THDT en microtubos de 2.0 ml.

Una vez alcanzada la temperatura deseada en todas las muestras se tomaron, de
los tubos cénicos de 50 ml, alicuotas de 150 pl de cada repeticion (tres repeticiones
por animal) obteniendo 450 pl totales de cada muestra, estas se colocaron en cada
uno de los microtubos de 2.0 ml, que ya contenian las alicuotas de HDT3 y THDT,
obteniendo una dilucion final 3:1, dichas muestras fueron homogeneizadas durante
30 segundos, permitiendo mantener suspendido el pellet de la muestra del

eyaculado en el diluyente crioprotector.

Para las evaluaciones, también se tomaron en cuenta cuatro tiempos de adaptacion
(TO= Inmediatamente a la adicién del crioprotector; T1= 1 hr posterior a la adicién;
T2= 2 hrs. posteriores a la adicion; y T4= 4 hrs. posteriores a la adicién), lo que
permitio evaluar el comportamiento de las células esperméticas en funcién del

tiempo de interaccion con los crioprotectores HDT3 y THDT.
4.4.2.1.2. Evaluacion espermatica con el Sistema “CASA”.

Para la evaluacion de los parametros de motilidad de los eyaculados se utilizé el
sistema  AndroScope, sistema  CASA portatil (Minittb ~ GmbH
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Hauptstral3e, Tiefenbach, Alemania), para determinar las variables de motilidad: Mot
T), Motilidad progresiva (Mot P), Motilidad no progresiva (MOT NP) e inmdviles (IN),
asi como las variables de cinematica espermatica (Velocidad curvilinea: VCL,;
Velocidad lineal: VSL; Velocidad media: VAP; indice de linealidad: LIN; indice de
rectitud: STR; indice de oscilacion de los espermatozoides: WOB; Amplitud lateral
de la cabeza: ALH y Frecuencia de Batida: BCF) (Figura 22).

Las muestras de cada eyaculado fueron estandarizadas y calculadas para visualizar
entre 300 y 500 células por muestra, para ello, se realizaron, en microtubos de
200pl, diluciones 1:100 de la muestra con el diluyente HDT1, el cual fue utilizado
como un diluyente neutro para las evaluaciones, se atemperaron a 37°C en una
termoplatina para estabilizar la temperatura y reactivar las células espermaticas,
evitando shock térmico; y se colocaron sobre una camara Leja desechable. Todas

las muestras se evaluaron para homogeneizar la concentracién celular.
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|
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Figura 22: Lectura de eyaculados con el sistema CASA portétil AndroScope.
(Medina-Gonzélez, 2024).
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Una vez estandarizada la dilucion para cada muestra, se realizaron todas las
evaluaciones para cada tratamiento, en su respectivo tiempo de adaptacion,
tomando por triplicado una captura de imagen, lo cual permiti6 obtener 168
muestras evaluadas por semana. Es importante recalcar, que las muestras
principales siempre se mantuvieron a 4°C durante todo el tiempo de adaptacion,

para evitar cambios que pudiesen afectar la prueba.

Para los resultados se contemplaron Unicamente las variables de Mot T, Mot P y
las variables de cinematica espermética. El resultado para las variables Mot T, Mot
P, LIN, STR y WOB se expresa en porcentaje (%), para las variables VCL, VSL y
VAP se expresa en micrometros por segundo (um/s), la variable ALH se expresa

en micrometros (um) y la variable BCF se expresa en Hertz (Hz).
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4.5, Analisis Estadistico.

El objetivo general de la investigacion fue identificar la calidad del semen de cerdos
criollos con fines de preservacion del germoplasma, el cual se dividié en dos etapas:
la caracterizacion de la evaluacion de calidad seminal de cerdos criollos; y la
determinacion de la capacidad del semen criollo utilizando diferentes protocolos de
adaptacion precongelamiento para su posible conservacion en un banco de

germoplasma.

Para la Etapa 1, se tomaron en cuenta tres sementales, de los cuales se obtuvieron
45 eyaculados, considerando estos eyaculados como unidades independientes. Al
ser una caracterizacion de la calidad seminal, las variables de respuesta fueron
analizadas para obtener medidas de tendencia central y frecuencias, utilizando el
procedimiento MEANS, UNIVARIATE y FREQ, con esto se obtuvieron medias,
errores estandar de la media, valores minimos, valores maximos, coeficientes de
variacion y frecuencias. Las variables de respuesta tomadas en cuenta fueron:
Volumen, Color, Olor, Motilidad, Motilidad individual, Concentracion,

Aglutinaciones, Contaminacion, Anormalidades e Integridad Acrosomal.

En la Etapa 2, se realiz6 un experimento enfocado en la evaluacion de citotoxicidad
de diferentes crioprotectores (Glicerol, Etilenglicol, Dimetilacetamida,
Metilformamida, Dimetilformamida, Dimetilsulféxido y un Testigo HDT) y la
adaptacion al precongelamiento de las células espermaticas en diferentes periodos
de tiempo (0 horas, 1 hora, 2 horas y 4 horas) en eyaculados de cerdos criollos y
cerdos de razas comerciales, para ello se evaluaron seis sementales de los cuales
se obtuvo un total de 30 eyaculados, considerandolos como unidades
experimentales. Se utilizaron tres animales de origen comercial y tres animales de
origen criollo, donde a cada eyaculado se le asigno uno de los tratamientos durante
cinco semanas de evaluacion, constituyendo las repeticiones de cada tratamiento
en funcion del tiempo. Las variables de respuesta tomadas en cuenta fueron: Mot
T, Mot P, VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH y BCF.
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El modelo estadistico planteado para determinar el uso de crioprotectores durante
la etapa de adaptacion a diferentes horas en espermatozoides de cerdos
comerciales y criollos se realiz6 mediante un analisis MIXED y de medidas repetidas
a través del tiempo con arreglo factorial, con un a de 0.05, de este modo el modelo
general planteado fue:

yik= W + Ti + dji + Pj + (TP)ij + Eijk

yijk=variable de respuesta i=1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, j=1, 2, 3, 4, k=1, ...15.
p=Media general

Ti= Efecto del i-ésimo tratamiento.

Dij= Error aleatorio dentro de los efectos principales.

Pj=Efecto del j-ésimo tiempo.

(TP)ij= Interaccidn tratamiento x tiempo

Eijk= Error aleatorio

El cual se modifica al descomponer los tratamientos en sus efectos principales e
interacciones de la siguiente manera:
yiki= 1 + Ai + Bj + (AB)ij + dji + Pk + (AP)ik + (BP)jk + (ABP)ijk + Eijxi

yik= Variable de respuesta, i=1,2, =1, 2, 3,4,5,6, 7, 1=1, 2, 3, 4, =1, ...15
pu= media general

Ai= Efecto del factor A al nivel i (Raza)

Bj= Efecto del factor B al nivel j (Tratamiento)

Pk= Efecto del factor P al nivel k (Tiempo)

dji= Error aleatorio dentro de los efectos principales

(AB)ij, (AP)i, (BP)ik, (A*B*P)ikx= Efecto de las interacciones

Eik= Error aleatorio

Antes de correr el modelo planteado para el experimento, se realizaron las
evaluaciones de los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas,

mediante las pruebas Shapiro-Wilks y Bartlett respectivamente. Las variables que
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no cumplieron los supuestos fueron transformadas a arco seno de VY +1 vy

logaritmo natural de Y, buscando cumplir con las suposiciones del modelo.

De igual forma, antes de realizar el analisis de varianza para el modelo de efectos
Mixtos propuesto, se probaron las estructuras de covarianza de los datos de cada
variable: Componentes de Varianza (CV), Simetria Compuesta (SC), Autorregresiva
(AR1) y No estructurada (UN); y se seleccion6 la mejor de acuerdo con los criterios
de informacién Akaike (AIC) y el criterio Bayesiano de Schwartz (BIC), tomando en

cuenta que los valores cercanos a 0 son mejores.

De este modo los resultados obtenidos mostraron los efectos fijos de raza,

tratamiento, tiempo y sus interacciones, asi como el error.

El andlisis estadistico se realizd utilizando el paquete estadistico SAS v. 9.4
(Statistical Analysis Systems 2002-2012 by SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Todos los avances en conocimientos sobre las caracteristicas reproductivas de una
especie son valiosos, particularmente cuando de recursos Zoogenéticos se trata, ya
que muchas especies estan perdiendo caracteres de variacion genética, lo cual
puede conllevar a problemas de deriva genética, cuellos de botella demograficos,
efectos fundadores, asi como, depresion endogamica, por lo que es fundamental
establecer manejos reproductivos optimos (Primack y Wilson, 2019; Allendorf et
al., 2022).

Desde un punto de visto biolégico, la congelacion del material genético del macho
€S un mecanismo importante para la conservacion de las especies animales a nivel
mundial, a pesar de que los sementales porcinos se someten a una recoleccion de
semen rutinaria y continua, y a una evaluacion de calidad seminal, en las especies
criollas existe poca informacion, es por ello, que los parametros de morfometria
espermatica, pueden ser utilizados como predictores de la capacidad de

conservacion gque estos tienen enfocado a los procesos de criocongelacion.

Los esfuerzos por evaluar las razas locales deberian tener prioridad y para ello, la
conservacion de éstas es necesaria, ya que representan recursos alternativos para
mantener la produccién animal bajo cualquier cambio drastico en la biodiversidad,
ya sea de tipo ambiental o econémico. Es por ello, que los bancos de germoplasma
representan una alternativa como repositorios de biomateriales "seguros" y un
valioso recurso de investigacion que, si se utiliza adecuadamente, fortalecera los
programas de conservacion in situ de la diversidad genética existente de las
poblaciones autoctonas (Wildt, 2000; Di lorio et al., 2019; Di lorio et al., 2023).

5.1. Etapa l. Evaluacion de la calidad seminal.
5.1.1. Evaluacién del Espermiograma basico.

Los verracos Ts’udi Xirgo fueron colectados a un intervalo promedio de 9.02+4.32
dias, lo cual permitié obtener 45 eyaculados, de los cuales se obtuvo la evaluacién

de los indicadores de calidad seminal (espermiograma) tanto macroscopicos, como
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microscoépicos. En el Cuadro 3 se presentan los valores de los parametros basicos
de calidad seminal, tanto macroscopicos como microscopicos, observados en los

eyaculados de los verracos criollos de la raza Ts’udi Xirgo.

Al analizar los indicadores de calidad macroscopicos de los eyaculados, se observo
un volumen total de 126.68+48.09 mL, estos valores son menores a los reportados
por Suarez-Mesa et al. (2021), quienes encontraron volimenes de 185.5 mL en
cerdos criollos colombianos, mientras que en cerdos de raza comercial (Duroc,
Landrace y Pietrain) se reportan valores medios de 239.9 mL. Por su parte, Huang
et al. (2010), y Oberlender et al. (2012), observaron volumenes de 217.81+67.38
mL, sefialando que los principales factores de variacion en esta caracteristica

seminal eran la raza y la edad de los animales.

Cuadro 3: Indicadores de calidad seminal basica (Macroscopicas y Microscoépicas)
de Cerdos Criollos “Ts’udi Xirgo”. *
Variables Volumen Motilidad Motilidad Spz mL* Anormali CoL GD GP

individual x 108 dades
mL % % %

Media 126.68 90.60 - 954,578,242 4.80 3.49 248 | 091
(Y 37.96 4.59 3-63.70 26.92 97.52 97.52 | 252.4 267.7
Max 245.34 95 4-16.44 1,584,286,400 31.67 31.67 | 16.17 14.33
Min 19.61 80 5-19.86 421,540,000 0 0 0 0
EEM 7.34 0.64 - 39,183,202.7 0.31 0.22 0.11 0.11

* Pardmetros de Calidad Seminal de los eyaculados evaluados: N= 45 eyaculados.
Periodo de evaluacion: 15 semanas. Variables evaluadas: Concentracién espermatica mL"
1 (Spz mL?Y); CL: Colas latigo; GD: Gotas citoplasmaticas distal; GP: gotas citoplasmaticas
proximal. Los valores se presentan en medias, EEM: Error estandar de la media; CV:
Coeficiente de Variacion; Max: maximo; Min: minimo. Valor de P= 0.05

En cerdo ibérico, se describe la calidad seminal de diferentes variedades: Torbiscal,
Manchado de Jabugo, Entrepelado, Lampifio y Retinto, reportando un volumen
promedio de 81.58 mL (Gémez, 2012), mientras que Villegas (2022), reporté en
cerdos criollos de Ecuador un volumen de 60.95 mL, representando un valor menor

a los encontrados en la raza “Ts’udi Xirgo”.

Valverde et al. (2018), mencionan que el volumen es una caracteristica que puede

influir en la calidad del semen, ya que un mayor volumen suele incrementar la
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cantidad de espermatozoides (concentracién esperméatica), tanto viables como no
viables, considerando rangos normales entre 100 a 300mL (Rodriguez-Martinez,
2005).

En cuanto a la caracteristica de color, el 64.38% de las muestras presentaron un
rango de color Blanco lechoso, este dato concuerda con lo reportado por Chan
(2019), quien describe el rango de color blanco lechoso como el color predominante
en el 45.2% de los eyaculados de cerdos criollos raza Pelén Mexicano. Por su parte,
Caiza (2009), menciona que el color puede ser variable seguin la concentracion
espermatica, ademas de que es un indicador de la calidad de la muestra, también
lo es del estado de salud del verraco debido a un proceso inflamatorio en el sistema
genito-urinario, e inclusive de la técnica de extraccion seminal de los verracos (Curo
et al., 2020).

Un eyaculado con color amarillento, se vincula con la presencia de orina, mientras
que un color rojo o marrén es un indicativo de presencia de sangre fresca o
hemolizada, también puede encontrarse pus afectando el color. En esta
investigacion se observé que la mayoria de las muestras presentaron un color
normal y sin alteraciones patoldgicas aparentes, esta caracteristica se evalla
mediante la observacion directa como referente de buena calidad (Betancur et al.,
2009).

Hablando de las caracteristicas microscopicas, la motilidad masal, se utiliza para la
toma de decisiones de aprobacion o rechazo de los eyaculados para su uso en
inseminacion artificial (Valverde et al. 2021). Los valores obtenidos en la raza de
cerdos criollos Ts’udi Xirgo, mostraron un 90.60+4.16% motilidad masal. Gomez
(2012) y Suarez-Mesa et al. (2021) identificaron valores entre 85.83% a 91.5% en
cerdos criollos, lo cual esta dentro de los valores minimos que en Ts’udi Xirgo
(85%), aunque en esta misma raza se observaron motilidades masales de 95%
(Cuadro 3). Segun lo descrito por Chan (2015), un eyaculado considerado como
normal, puede ser aquel que tenga un minimo de 70% de motilidad masal, por lo
tanto, los valores obtenidos en los cerdos criollos Ts’udi Xirgo se encuentran dentro

de lo normal para esta caracteristica. Cabe sefialar que Valverde et al. (2018),
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sefialan un promedio de 70.83 a 76.46 % en sementales de raza comerciales como

Duroc, Yorkshire y Landrace, valores inferiores a lo reportado para razas criollas.

Del mismo modo, la evaluacion de la motilidad individual resulta ser de
importancia, Flores et al. (2012) y Cérdova et al. (2015), mencionan que el tipo de
motilidad (desplazamiento) de los espermatozoides vivos es indispensable porque
permite que viajen en el liquido seminal, en la cavidad vaginal, Utero y cuernos
uterinos, y cuanto mas rapido y rectilineo sea el desplazamiento, mayor sera su
potencial fecundante, por lo que los niveles aceptables son de tres en adelante,
asociando movimientos progresivo rectilineos rapidos, en linea recta hacia delante;
considerando este tipo de movimiento como el ideal, cualquier otro movimiento
diferente se considera anormal, por lo que, un eyaculado se considera apto cuando
los valores son por lo menos del 60% de motilidad individual, lo cual se puede

observar en los eyaculados de la raza “Ts’udi Xirgo” (Gréafico 5).

Oml m2 m3 m4 m5

16.44%

63.70%

Grafico 5: Motilidad individual en cerdos criollos de la raza " Ts’udi Xirgo". 0: Movimiento
inexistentes, espermatozoides inmoviles (necrospermia); 1: Pocos espermatozoides
méviles, con movimiento progresivo, o girando sobre si mismos; 2: Movimiento anormal,
algunos progresivos; 3: Movimiento progresivo lento y sinuoso; 4: Movimiento rapido y
progresivo.; 5: Movimiento progresivo vigoroso muy rapido.

La aglutinacion espermaética, se caracteriza por el acumulo de espermatozoides en
el eyaculado, ocasionado por una unién cabeza-cabeza, aunque también puede

haber una unién entre colas, sin embargo, la adherencia de los espermatozoides a
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detritos celulares u otros elementos del eyaculado no es considerada como
patolégica, aunque si puede tener repercusiones en la calidad seminal, ya que
restringe la motilidad de las células espermaticas (Gomez-Pérez, 2007; Chung y
Son, 2016). Para esta caracteristica espermatica, se observé un mayor porcentaje
52.38% en grado 1 de aglutinacién, seguido del grado 2 con 46.62%, que se
relaciona con lo mencionado por Del Valle (2017), quien reporta un porcentaje
mayor (83.6%) de aglutinacion con grado 1 en cerdos comerciales. La aglutinacion
puede ser causada por la presencia de restos de gel o tapioca procedente de las
glandulas bulbouretrales (filtrado inadecuado), concentracion muy elevada de
espermatozoides o shock térmico por manipulacién inadecuada del semen, o por la
presencia de bacterias en el eyaculado (Cordova et al., 2015; Kuster y Althouse,
2016). Por su parte, el grado de contaminacion presentado es de un 52.38% en
grado 1, lo que implica que existe una contaminacién minima, no obstante resulta
importante considerar el manejo durante la obtencion de la muestra, ya que se
considera que tanto las glandulas como los testiculos del macho estan libres me
microorganismos, no obstante, esta contaminacion puede ocurrir entonces durante
el manejo del semen entre la extraccion y la deposicion en el oviducto de la cerda,

generando un efecto directo sobre la fertilidad (Del Valle, 2017).

Con respecto a la concentracion espermatica en la FR, se determin6 un contenido
celular de 954.578x106 + 256.941x10® Spz/mL*. Suarez-Mesa et al. (2021),
mencionan valores promedio de 340 x10® Spz/mL-* en cerdos criollos colombianos,
mientras que cerdos de razas comerciales obtuvieron valores de 395.4 x 106
Spz/mL1 en la FR, lo cual indica un valor menor del 41% menos de concentracion
espermatica, comparado con los valores en los “Ts’Udi Xirgo”. Tsakmakidis et al.
(2012), mencionan que cambios en el volumen, motilidad (masal e individual) y
concentracion espermatica, pueden estar relacionados con cambios hormonales y
celulares, vinculados a la concentracion de testosterona, ya que puede ser un factor
que afecte la calidad seminal y, por tanto, la capacidad de las células para poder

fecundar un ovocito.
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Existen informes que sefialan un aumento significativo en la concentracion
espermatica, dependiendo de la forma en que se colecta el semen (FR, Fraccion
Intermedia y FP), por lo que, hay que considerar los valores mostrados en la

informacion cientifica, atendiendo el sistema de colecta del eyaculado.

Por otra parte, es importante sefialar que el semen recolectado con plasma seminal
tiene resultados similares en términos de conservacion a corto plazo y
almacenamiento, rendimiento reproductivo y desarrollo de embriones y fetos
viables, lo que solo modificaria de manera directa la concentracion espermatica
(Luongo et al., 2022). Sin embargo, Martin (2000) mostré que la extraccion del
eyaculado, utilizando la técnica colecta de FR y FP, responde mejor a la
conservacion y viabilidad de las dosis seminales utilizadas en inseminacion artificial.
Sin embargo, Garcia et al. (2022) mostraron que esto debe ser analizado a la luz
de cada verraco, y técnica de inseminacion artificial, debido a la variabilidad

mostrada en las dosis seminales.

El porcentaje de anormalidades totales 4.80+0.31% en los eyaculados colectados
fue inferior a lo reportado por Hernandez (2012) y Frangez et al. (2005), quienes
reportan anormalidades en cerdos comerciales (Piétrain x German Landrace) del
16.2% y 13.92 %, considerando un intervalo de colecta de siete dias. Sin embargo,
en el caso de cerdo ibérico se reportan porcentajes menores entre 1.42% a 1.54%,
atribuyendo esto a un buen manejo de los animales donde las temperaturas fueron
controladas para no afectar el desarrollo de la espermatogénesis y durante la
colecta (Gomez, 2012).

5.1.2. Evaluacion de la Integridad Acrosomal (InA).

El uso de técnicas especializadas permite evaluar otro tipo de dafios que pueden
ser relevantes a la hora de determinar la calidad seminal, por lo que, la evaluacién
de parametros espermaticos como motilidad, morfologia, fragmentacién de ADN,
integridad acrosomal y de membrana, permiten no solo evaluar la calidad del
eyaculado, sino también estimar con mayor precision el potencial fecundante de los

espermatozoides (Gonzalez-Castro et al., 2022).
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Para esta investigacion se realizaron evaluaciones para determinar la integridad
acrosomal de los espermatozoides de los “Ts’Udi Xirgo”, se consideraron
eyaculados frescos, en los cuales se observo espermatozoides normales del
90.19+0.32 %. Existe informacidén sobre la presencia de acrosomas integros o
normales de acuerdo con la edad de los animales, los cuales se comportan entre
84.5%; 85.5% y 85.5% en cerdo jovenes, maduros y viejos respectivamente, lo cual
indica que la edad del semental tiene un efecto directo en la integridad del acrosoma
(Diaz—Franco et al., 2009). Por otra parte, los porcentajes de espermatozoides con
algun tipo de dafio acrosomal representaron solamente el 9.81%, observando un
porcentaje de células con dafiado severo (SpzSA) en un 3.30£0.28 % (Grafico 6),
mientras que el porcentaje de espermatozoides que presentaban un dafio
morfologico (SpzD) representan el 3.71+0.25 % y los que se mantenian en un
proceso de perdida (SpzPP) solo comprenden el 2.80+0.26 %.

2.80 3-30
3.71

H SpzN
W SpzD
W SpzPP

SpzSA

Grafico 6: Integridad Acrosomal en Verracos criollos de la raza
"Ts’ldi Xirgo". SpzN: Espermatozoides normales; SpzD:
Espermatozoides Dafiados; SpzPP: Espermatozoides con
perdida parcial del Acrosoma; SpzSA: Espermatozoides sin
Acrosoma.

Suarez-Mesa et al. (2021) encontraron valores promedio de espermatozoides
intactos de 76.8% en cerdos de razas criollas, siendo que la raza Casco de Mula
presentaba un 85.2% mientras que para la raza San Pedrefio los valores oscilaban
en los 74.7%. Los verracos de la raza Ts’udi Xirgo, presentan valores de 90.19%.

En cerdos colombianos criollos, se observé que habia una pérdida del acrosoma en
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el 1.4 a 5.7%. En tanto que, en Pel6on Mexicano, Chan (2019) encontré tan solo el

0.6% de células con dafio o perdida acrosomal.

Otros estudios han mostrado que la evaluacion de la integridad acrosomal se vuelve
relevante, pues esta relacionado directamente con la fertilidad, ademas es un
indicador para crioconservacion, ya que una célula sometida a un proceso de
congelamiento-descongelamiento afecta la integridad de la membrana acrosomal y
plasmatica, tanto en morfologia como funcionalidad, teniendo repercusiones
directas en la muerte celular y la fertilidad post descongelamiento (Rubio-Guillén
et al., 2009; Gadea, 2025).

5.2. Etapa 2. Evaluacion de los eyaculados para su crioconservacion.
5.2.1. Evaluacidn de citotoxicidad de diferentes crioprotectores.

Las pruebas para la evaluacion de la citotoxicidad de distintos crioprotectores sobre
las células espermaticas de cerdos “Ts’udi Xirgo”, consistieron en una prueba en
los eyaculados colectados por un periodo de siete semanas. Para lo anterior se

determind la motilidad espermatica
5.2.1.1. Evaluacion de la motilidad espermatica.

Esta prueba tenia la finalidad de determinar cual de los crioprotectores utilizados
generaba los mejores resultados para la conservacion de las células espermaticas.

Los resultados obtenidos se muestran en el Cuadro 4.

La Mot T, al igual que la Mot P, presentan diferencias altamente significativas en
los efectos principales: Raza (Mot T: P=<0.0001 y Mot P: P=<0.0001), Tratamiento
(Mot T P=<0.0001 y Mot P P=<0.0001), y Tiempo (Mot T P=<0.0001 y Mot P
P=0.0001); asi como en las interacciones Raza x Tratamiento (Mot T P=<0.0001y
Mot P P=0.0005) y Tratamiento x Tiempo (Mot T P=<0.0001 y Mot P P=0.0210).
Sin embargo, en la interaccion de los tres factores solo Mot T present6 diferencias
significativas (P=0.0371) mientras que Mot P no presento diferencias significativas

(P=0.376) en esta interaccion.
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Cuadro 4: Efecto del uso de diferentes crioprotectores, adicionados a un diluyente con diferentes crioprotectores, a
través del tiempo sobre los parametros de motilidad en eyaculados de cerdo.

CRIOLLOS COMERCIALES
VAR TRAT OH 1H 2H 4H OH 1H 2H 4H
n=15 n=15 n=15 n=15 n=15 n=15 n=15 n=15
yxEEM yxEEM y+xEEM y+EEM y+EEM yxEEM y+EEM yxEEM
THDT | 54.49+3.68%  53.58+288% 589444 3240  5475+279%c | 772422992  8505:2.9355  82.64+3.22A%  80.40+3 30A5=
GL/ 60.41+2 140 64.76+3 1240 62.61+2 1742 61.26+2 66430 76.23+3 8142 84.01+2 644 84.23+3 0442 76.91+3. 1744
EG §3.32+3. 0240 62 29+2 Horab 61.84+2 602 64.68+2 8740 79.17+2 76" 86.90+1 854 81.76+2 8142 79.99+2 2244
moTT DMA b4 37+2 462 55.99+3 40t 51.79+4 1248 51.18+2 954cd 81.17+1.98% 81.83+2 184 82.99+2 7942 80.29+2 25%a
% ME H2 5242 414Bac  H4 21+2 36%% 47 73x2 970 45 48+1 9184 82 7812 7942 78.08+3.03% 81.45+3 h3re 77.83+2 924a
DMF 53.06+2 684 55 80+4. 174 51.08+5 204 571.30+2 974cd 76.62+3.1142 79.95+3 254 80.13+3 2242 75.72+2 2644
DMSO 45.0b+2 984 41.06+3.9148c 34 h8+3.695° 37 94+4 505 74.69+2 7942 68.37+H. 15% 41.75+4 4180 45.84x4 1080
THDT | 46.86+3.65%c 45 46+2 8942 51 11+4.02%=bc 44 80+2 9748 48.16x4 96483 56 44+4 4948 46 96+4 35488 44 46+4 6142
GL/ 54 33+2 98%t 57 68+3.33bc b6.11x2 1142 54 70+2 754 46.41+4 9848t 52 62+3 68" 46 65+3 8248s 41.07+4.43%¢
EG 56.93+3. 4242 b6 46+2 6740 56.04x2 734 57 77+2 9940 43.31+4 5gAsb 54 23+2 8752 45 13+3 40482 41.97+4 358
motP DMA | 47.60+2.75%c  4875+335%bc 43 8244 09%c  4338+2.924 | 4509+358%>  37.59+3.99%8bc  40.71+3.76% 31.05+3 14
% MF 447242 8400 459142 594  38.82+42 974 36.63+2.314%c | 4825+504% 397142608 42 99+2 97ABs 33.58+3 694
DMF 46.01£3.03%c 48 80+4 13430 43 0614 944 44 80+3.0242 44.03+4.78°836 47 513 49450 43 44+2 9GAE= 35.36+2 68atc
DMSO | 38.09+2.79%c 34404356284  27.02+43.495¢  30.35:4 46AP | 36.62+4.03/0  30.57+4.54% 7.56+1.4280 11.42+3.0714

AB.C Para indicar diferencias (P<0.05) entre los tiempos (OH, 1H, 2H Y 4H) y 2b<para indicar diferencias (P<0.05) entre los tratamientos(THDT, GLlI,
EG, DMA, MF, DMF, DMSQ), para cada parametro (Mot T y Mot P). Distinto superindice en columna representa diferencias (Pr>F). THDT: Testigo
HDT; GLI: Glicerol; EG: Etilenglicol; DMA: Dimetilacetamida; MF: Metilformamida; DMF: Dimetilformamida; DMSO; Dimetilsulféxido; n= Tamafio de
muestra; y: Media; EEM: Error Estandar de la Media. (P=0.05)
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En el caso de la variable Mot T, al realizar una comparacion entre los eyaculados
de cerdos comerciales y cerdos criollos (Gréafico 7), los valores observados,
utilizando el efecto “raza” se muestran distintos (P=0.0371) en todos los
tratamientos (HDT, GLI, EG, DMA, MF, DMF Y DMSO) en funcion del tiempo de
exposicion, debido a que la Mot T de los espermatozoides de los cerdos criollos fue

menor, en comparacion con los de los cerdos comerciales.
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Grafico 7: Comparacion de la evaluacion de la citotoxicidad de diferentes crioprotectores
sobre la motilidad total (MOT T) en cerdos comerciales y cerdos criollos, en funcion del
tiempo. ~B Para indicar diferencias significativas (Pr>F) entre razas (Comerciales y Criollos).
COM: Comerciales; CRI: Criollos; HDT: Testigo HDT; GLI: Glicerol; EG: Etilenglicol; DMA:
Dimetilacetamida; MF: Metilformamida; DMF: Dimetilformamida; DMSO; Dimetilsulféxido.
P=0.0371.

Para ambos casos, el efecto méas caracteristico es el descenso de motilidad con
algunos crioprotectores, sin embargo, el méas representativo es el efecto del
crioprotector DMSO (Dimetilsulfoxido), observando diferencias significativas (P
<0.05), presentando los porcentajes mas bajos de motilidad en los eyaculados de
los cerdos criollos y comerciales (Mot T: 34.58+3.69 %, vs 41.75+5.82%) (Mot P:
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27.02+3.49%, vs 7.56+1.06%), a partir de la segunda hora posterior a la adicion del

crioprotector.

Atencio-Garciaet al. (2017), reportaron que concentraciones de DMSO por encima
del 10%, pueden generar una menor motilidad de los espermatozoides, estos
resultados contrastan con los valores de esta investigacion, ya que al utilizar
concentraciones del 6% de DMSO, se observa el descenso de la Mot T y Mot P
(Grafico 7y 8). Pinzdn et al. (2005), mencionan que concentraciones de DMSO al
5% no generan cambios radicales sobre la motilidad (total y progresiva) durante la
primera hora, no obstante, sefialan que altas concentraciones de este crioprotector,
pueden desnaturalizar las proteinas celulares espermaticas, causando una

reduccion de su viabilidad durante el periodo de precongelacion.
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Grafico 8: Comparacion de la evaluacion de la citotoxicidad de diferentes crioprotectores
sobre la motilidad progresiva en cerdos criollos y comerciales, en funcién del tiempo. ABC
Para indicar diferencias significativas (Pr>F) entre razas (Comerciales y Criollos). COM:
Comerciales; CRI: Criollos; HDT: Testigo HDT; GLI: Glicerol; EG: Etilenglicol; DMA:
Dimetilacetamida; MF: Metilformamida; DMF: Dimetilformamida; DMSQO; Dimetilsulféxido.
P=<0.376.
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En el caso de la Mot P (Gréafico 8), a diferencia de la Mot T, se observa un
comportamiento diferente, ya que en la mayoria de los tratamientos no presentaron
diferencias (P=0.376) en el indicador de Mot P de los eyaculados de los cerdos
criollos, con respecto a los eyaculados de los cerdos comerciales, sin embargo, se
observan valores mas altos de Mot P, este comportamiento puede estar asociado
a la interaccion entre todos los niveles de tratamiento con respecto a las horas de
evaluacion (P=0.0210), encontrando los valores mas altos durante el T1(1 Hora) y
el T2 (2 Horas).

En el caso de la motilidad, principalmente la Mot P, se considera el indicador mas
utilizado tanto para evaluar la calidad del semen fresco como del criopreservado, ya
que esta caracteristica generalmente presenta una correlacién positiva con la
capacidad fecundante de los espermatozoides (Atencio-Garcia et al., 2021), por lo
gue se puede sefialar que existe una mejor adaptacion con los crioprotectores GLI
y EG, ya que la Mot P fue mejor, independientemente de la raza. Ademas, se puede
observar que la mejor adaptacion se presenta durante la primera hora posterior a la
adiccion de los crioprotectores (P=<0.0001), no obstante, no se presentan
diferencias (P<0.05) con respecto a los crioprotectores del grupo de las amidas
(DMA, MF y DMF), durante las primeras horas de evaluacién. En las muestras
evaluadas a las 4 horas posteriores a la adicion, se observaron diferencias
(P=<0.05). Aun cuando en ambos casos existe una tendencia a mantener la Mot P
a través del tiempo durante las primeras horas. Esta tendencia puede ser mas
notoria en el caso de cerdos de la raza Ts’udi Xirgo, por lo que seria importante
evaluar aquellas caracteristicas que le confieren esa resistencia al proceso de
adaptacion antes del congelamiento, de acuerdo con algunos autores esto podria
estar vinculado a el tamafio y la forma de las células espermaticas, ya que estas
caracteristicas pueden afectar a los pardmetros cinematicos (Araya-Zufiga et al.,
2023).

En el caso de DMSO, este crioprotector interactia de manera diferente (P=<0.05)
en ambos casos, se observo que en los eyaculados de los cerdos comerciales se
presenta una disminucion de la Mot P desde las primeras horas de la adicidn,
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mientras que, en el caso de los eyaculados de los cerdos criollos Ts’tdi Xirgo, solo
hay una ligera disminucion durante los T1 y T2, no obstante, a las cuatro horas de
su adicion se observaron mejores valores con respecto a la Mot P, lo cual puede
ser un indicativo de que existe una mejor adaptacion a los crioprotectores cuando
el tiempo de adaptacion es mayor. Vale la pena sefialar que en la literatura se hace
referencia a que no existen protocolos bien establecidos para los procesos de
crioconservacion de los espermatozoides de verracos (Saliba et al., 2022). Sin
embargo, en esta investigacion se han observado mejores respuestas de
adaptaciéon de los espermatozoides de cerdos criollos al utilizar distintos
crioprotectores y diferentes tiempos de adaptacion, lo cual permitiria estandarizar
protocolos que mejoren las condiciones de crioconservacion de células
esperméaticas de esta variedad de cerdos criollos Ts’udi Xirgo, no obstante, se
requieren mas valoraciones para poder estandarizar dichos protocolos, debido a
que el factor racial si puede tener un efecto al modificar las funciones normales de
las células espermaticas, como la motilidad y hasta la forma y tamafio de las células

esperméticas (Wysokinska y Kondracki, 2019).
5.2.1.2. Evaluacién de la Cinematica espermatica.

Para comprender mejor las caracteristicas de movimiento de los espermatozoides,
se utilizan sistemas como el CASA, los cuales permiten valorar caracteristicas que
a simple vista son complicadas por no decir imposibles de identificar durante un
espermiograma basico. Una de estas valoraciones es la cinematica espermatica, la
cual se puede definir como la descripcion del movimiento de los espermatozoides,
incluyendo su velocidad, y trayectoria, asi como sus patrones de movimiento, esto
mediante la captura de imagenes que permiten identificar el movimiento del
centroide de la cabeza de un espermatozoide, creando asi una trayectoria y
analizando los parametros cinemaéticos de la trayectoria resultante (Valverde et al.,
2020).

Por ello, para esta investigacion se utilizé como complemento de las pruebas de
Motilidad (Mot T y Mot P), la evaluacion de los indicadores de cinematica

espermatica, tanto en los eyaculados de cerdos de razas comercial, como en los
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cerdos criollos, y con ello, obtener mejores valoraciones en cuanto a la calidad del
movimiento, cabe resaltar que Unicamente se tomaron en cuenta los movimientos
gue tienen que ver con una rapida progresividad, ya que, Flores et al. (2012) y
Cérdova et al. (2015), mencionan que el tipo de motilidad o progresividad de los
espermatozoides vivos es indispensable valorarlo debido a que esté relacionado

directamente con la capacidad fecundante.

Los indicadores que conforman la cinemética espermatica se componen
principalmente de tres elementos que definen la velocidad de movimiento (VCL,
VSL y VAP), tres indicadores sobre la relacion de velocidad (LIN, STR y WOB) y
dos mas que reflejan las caracteristicas de oscilacion espermatica (ALH y BCF)
(Valverde et al., 2020).

Para esta investigacion se pudo observar (Graficos 9, 10 y 11) que en cuanto a los
indicadores sobre velocidad del movimiento (VCL, VSL y VAP), si se encontraron
diferencias altamente significativas entre razas (P=<0.0001). Estos datos coinciden
con lo reportado en una investigacion realizada en bovinos, donde se observé que
la raza y la edad, asi como la interaccion raza x edad, tienen efectos altamente
significativos (P=<0.001) sobre los indicadores cinematicos, reportando que los
espermatozoides de toros de raza Frisona presentaron movimientos de mayor
velocidad y con trayectorias mas rectilinea (VCL: 128,9; VSL: 82,1; VAP: 100,2
Mm/s), en comparacion con el movimiento (VCL: 127,8; VSL: 77,7; VAP: 96,2 um/s)

de los espermatozoides de toros de la raza criolla Rubia Gallega (Muifio, 2008).

Resulta importante sefialar que en la literatura se describe la presencia de
subpoblaciones celulares dentro de un mismo eyaculado que se pueden
caracterizar por sus variables cinematicas, lo cual permite considerar que la
poblacion total de células espermaticas de un eyaculado no es uniforme, en cuanto
al comportamiento de la motilidad espermética, ya que, en un mismo eyaculado
existe un porcentaje de espermatozoides que se mueven de forma rapida y
progresiva, otro porcentaje de espermatozoides que se mueven mas lentamente, y
por ultimo, aparece un numero de espermatozoides sin apenas movimiento (Muifio,
2008; Barqguero et al., 2021).
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Grafico 9: Comparacion de la evaluacién de la citotoxicidad de diferentes crioprotectores sobre la
velocidad curvilinea (VCL) en cerdos criollos y comerciales, en funcion del tiempo. COM:
Comerciales; CRI: Criollos; HDT: Testigo HDT; GLI: Glicerol; EG: Etilenglicol; DMA:
Dimetilacetamida; MF: Metilformamida; DMF: Dimetilformamida; DMSO; Dimetilsulféxido. P=<0.376.
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Grafico 10: Comparacion de la evaluacion de la citotoxicidad de diferentes crioprotectores sobre la
velocidad de linea recta (VSL) en cerdos criollos y comerciales, en funcién del tiempo. COM:
Comerciales; CRI: Criollos; HDT: Testigo HDT; GLI: Glicerol;, EG: Etilenglicol; DMA:
Dimetilacetamida; MF: Metilformamida; DMF: Dimetilformamida; DMSO; Dimetilsulféxido. P=<0.376.
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Grafico 11: Comparacion de la evaluacion de la citotoxicidad de diferentes crioprotectores sobre la
trayectoria media de velocidad (VAP) en cerdos criollos y comerciales, en funcion del tiempo. COM:
Comerciales; CRI: Criollos; HDT: Testigo HDT; GLI: Glicerol; EG: Etilenglicol; DMA:
Dimetilacetamida; MF: Metilformamida; DMF: Dimetilformamida; DMSO; Dimetilsulféxido. P=<0.376.

En cuanto a los indicadores relacionados con el movimiento (Grafico 12, 13 y 14)
de las celulas espermaticas se obtuvieron valores de linealidad, rectitud y oscilacion,
los cuales pueden ser afectados por efecto de la citotoxicidad generada por los
crioprotectores, para ello debemos entender que la citotoxicidad celular se puede
definir como la capacidad de un agente exdgeno para dafiar o matar células debido
a la exposicion a ciertas sustancias, que en el caso de los espermatozoides pueden
afectar la integridad de la célula, su capacidad para moverse, teniendo como
resultado una reduccion de la calidad y la cantidad de espermatozoides viables, y

con ello, lala disminucion de la capacidad de fertilizar un 6vulo (Aprahamian, 2025).

En esta investigacidon se observo que para la variable LIN, no existieron diferencias
segun la raza (P=0.16), ni en funcion del tiempo (P=0.94). Se pudieron observar
diferencias en el T4, donde se nota un aumento en el porcentaje de LIN en las razas
comerciales, es decir, aun existe movimiento de las celulas pero se pierde la calidad
del movimeinto, caso contrario con las celulcas de los cerdos criollos, ya que estas

si mantienen los porcentajes de LIN a traves del tiempo.
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El efecto més representativo (P=0.042) se observo con el DMSO, en el cual se
obtuvo el mayor porcentaje de LIN (28.19+2.54%) a las 4 horas posteriores a la
adicion del CPA en las celulas de los cerdos comerciales, mientras que en caso de
los criollos, este porcentaje comenzo a disminuir alcanzando su punto mas bajo

(21.87+£0.90%) a las 4 horas de exposicion al crioprotector.
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Grafico 12: Comparacion de la evaluacion de la citotoxicidad de diferentes crioprotectores sobre la
linealidad (LIN) en cerdos criollos y comerciales, en funcién del tiempo. COM: Comerciales; CRI:
Criollos; HDT: Testigo HDT; GLI: Glicerol; EG: Etilenglicol;, DMA: Dimetilacetamida; MF:
Metilformamida; DMF: Dimetilformamida; DMSO; Dimetilsulféxido. P=<0.376.

Para los indicadores STR y WOB (Grafico 13 y 14), se observaron diferencias
altamente significativas (P=<0.0001) entre razas, y en el caso del indicador WOB,
hay diferencias entre tratamientos (P=0.018), con lo cual se puede decir que para
esta investigacion los espermatozoides de los cerdos criollos tienen un mejor

comportamiento.
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Grafico 13: Comparacion de la evaluacion de la citotoxicidad de diferentes crioprotectores sobre la
rectitud (STR) en cerdos criollos y comerciales, en funcién del tiempo. COM: Comerciales; CRI:
Criollos; HDT: Testigo HDT; GLI: Glicerol; EG: Etilenglicol;, DMA: Dimetilacetamida; MF:
Metilformamida; DMF: Dimetilformamida; DMSO; Dimetilsulfoxido. P=<0.376.
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Grafico 14: Comparacion de la evaluacion de la citotoxicidad de diferentes crioprotectores sobre la
oscilacion (WOB) en cerdos criollos y comerciales, en funcién del tiempo. COM: Comerciales; CRI:
Criollos; HDT: Testigo HDT; GLI: Glicerol; EG: Etilenglicol;, DMA: Dimetilacetamida; MF:
Metilformamida; DMF: Dimetilformamida; DMSO; Dimetilsulféxido. P=<0.376.

Por altimo, para el caso de los indicadores que reflejan el comportamiento de la
oscilacion del espermatozoide (ALH y BCF) (Gréafico 15 y 16), se encontraron
diferencias altamente significativas (P=<0.0001) entre razas, y en funcion del tiempo
(P=<0.0001). El indicador ALH, permite identificar que el desplazamiento de la
cabeza del espermatozoide es mayor en comparacion del VAP, en el caso de BCF
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la frecuencia de batido también fue mayor en los espermatozoides de los cerdos

criollos, es decir hay movimientos de batida mas rapidos.
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Grafico 15: Comparacion de la evaluacion de la citotoxicidad de diferentes crioprotectores sobre la
amplitud de la cabeza (ALH) en cerdos criollos y comerciales, en funcién del tiempo. COM:
Comerciales; CRI: Criollos; HDT: Testigo HDT; GLI: Glicerol; EG: Etilenglicol; DMA:
Dimetilacetamida; MF: Metilformamida; DMF: Dimetilformamida; DMSO; Dimetilsulféxido. P=<0.376.
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Grafico 16: Comparacion de la evaluacion de la citotoxicidad de diferentes crioprotectores sobre la
frecuencia del cruce de latidos (BCF) en cerdos criollos y comerciales, en funcién del tiempo. COM:
Comerciales; CRI: Criollos; HDT: Testigo HDT; GLI: Glicerol;, EG: Etilenglicol; DMA:
Dimetilacetamida; MF: Metilformamida; DMF: Dimetilformamida; DMSO; Dimetilsulféxido. P=<0.376.
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5.2.1.2.1. Uso de crioprotectores para el establecimiento de protocolos de
congelamiento en cerdos comerciales y criollos.

Al evaluar el efecto de la caracteristica “Raza”, se observa que en la evaluacion
individual los espermatozoides de cerdos de raza comercial, el diluyente que obtuvo
mejores resultados en cuanto a Mot T fue el EG, seguido del GLI (Grafico 17),
ambos crioprotectores mantienen buenas motilidades después de la primera hora
de adicién, obteniendo valores de 86.90+1.63% para EG y 84.01+3.46% para GLI,
asi mismo presentan movimientos progresivos del 54.23+2.69 y 52.62+4.35 %.
También se observé que a las dos horas de adicion de los crioprotectores se
presenta un descenso de la motilidad en todos los casos, manteniéndolos por
debajo de los porcentajes observados en el tratamiento THDT (82.64+3.90%), sin
embargo, se observé un comportamiento diferente al utilizar el crioprotector GLI, ya
gue este mantuvo una motilidad constante en las células, superior al tratamiento
THDT (84.23+4.18%) en el mismo periodo de tiempo.
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Grafico 17: Comparacion de la evaluacion de la citotoxicidad de diferentes crioprotectores
sobre la motilidad total en cerdos de raza comercial, en funcion del tiempo. COM:
Comerciales; CRI: Criollos; CHDT: Testigo HDT; GLI: Glicerol; EG: Etilenglicol; DMA:
Dimetilacetamida; MF: Metilformamida; DMF: Dimetilformamida; DMSQO; Dimetilsulféxido.
P=<0.0001.

Pagina |70



En el caso de la caracteristica de Mot P (Grafico 18) se observa que ninguno de
los crioprotectores mejora su efecto de conservacion a través del tiempo, en
comparacion con el tratamiento THDT, sin embargo, los crioprotectores EG
(54.23+2.69%) y GLI (52.62+4.35%) son los que presentaron un mejor
comportamiento con respecto a los otros, durante la primera hora posterior a la
adicion. En el caso de los crioprotectores del grupo de las amidas (DMA, MF y DMF),
el DMF es el que generd los mejores resultados, asi también, se observa que tiene
un comportamiento similar al de EG y GLI, alcanzando su punto mas alto de
motilidad durante la primera hora (47.51 + 5.51%) y un declive en las horas
posteriores, sin embargo, a pesar de que las Mot P son inferiores, estas no
representan una diferencia (P=>0.05). Este resultado tiene relacion con lo
mencionado por Garcia et al. (2020), en donde describen que las amidas en
concentraciones elevadas (7%) generan una disminucién de la motilidad
espermatica con relacion a concentraciones bajas (3%), esto debido a que
concentraciones mayores al 3% pueden generar efectos citotoxicos sobre las

células espermaticas.
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Grafico 18: Comparacion de la evaluacion de la citotoxicidad de diferentes crioprotectores
sobre la motilidad progresiva en cerdos de raza comercial, en funcién del tiempo. COM:
Comerciales; CRI: Criollos; CHDT: Testigo HDT; GLI: Glicerol; EG: Etilenglicol; DMA:
Dimetilacetamida; MF: Metilformamida; DMF: Dimetilformamida; DMSQO; Dimetilsulféxido.
P=<0.0001.
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En el caso de cerdos criollos (Graficos 19 y 20), se pudo observar como los valores
obtenidos en Mot P y Mot T, no presentaron diferencias significativas (Mot T P=0.46
y Mot P P=0.44) relacionadas al efecto tiempo (TO: Oh, T1: 1h, T2: 2h y T4: 4h), no
obstante, si existieron diferencias (Mot T P=<0.0001 y Mot P P=<0.0001)
relacionadas al crioprotector (tratamiento) utilizado, ademas no se encontraron
diferencias (Mot T P=0.22 y Mot P P=0.13) relacionadas a la interaccion entre el

crioprotector y las horas de explosién a los crioprotectores.
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Gréfico 19: Comparacion de la evaluacion de la citotoxicidad de diferentes crioprotectores
sobre la motilidad total en cerdos criollos “Ts"tdi Xirgo”, en funcion del tiempo. COM:
Comerciales; CRI: Criollos; CHDT: Testigo HDT; GLI: Glicerol; EG: Etilenglicol; DMA:
Dimetilacetamida; MF: Metilformamida; DMF: Dimetilformamida; DMSO; Dimetilsulféxido.
P=0.22.

En cuanto a la evaluacion de motilidad progresiva (Grafico 20), se pudo identificar
que los crioprotectores que presentan mejores motilidades son GLIy EG, indicando
su mayor pico durante la primera hora, y durante la cuarta hora, posterior a la adicién

del crioprotector.

Pagina |72



60

.- —0
55 / — - = —3
T
50 + =-0— GLI
EG
R 25 1
=] =0= DMA
= 40 - MF
35 =0= DMF
== DMSO
30 CHDT
25
20
OH 1H 2H aH
Tiempo

Gréfico 20: Comparacion de la evaluacion de la citotoxicidad de diferentes crioprotectores
sobre la motilidad progresiva en cerdos criollos “Ts Uidi Xirgo”, en funcién del tiempo. COM:
Comerciales; CRI: Criollos; HDT: Testigo HDT; GLI: Glicerol; EG: Etilenglicol; DMA:
Dimetilacetamida; MF: Metilformamida; DMF: Dimetilformamida; DMSO; Dimetilsulféxido.
P=0.13.

En el caso del comportamiento de las amidas (DMA, MF y DMF), estas no presentan
diferencias (P>0.05) con respecto al tratamiento THDT. Sin embargo, vale la pena
sefalar que se presentaron menores valores de motilidad progresiva al utilizar el
crioprotector DMSO, con una tendencia a motilidades mas bajas a las 2 horas post

adicion.

Blanch et al. (2014), mencionan que el glicerol y la yema de huevo son los
crioprotectores mas comunmente usados en la crioconservacion seminal, aunado a
esto Ma et al. (2022), describen que la adicion de glicerol ayuda a mantener el
volumen celular y la interaccion idnica durante la crioconservacion, encontrando,
incluso, que los espermatozoides pueden almacenarse durante 24 horas a 5°C, sin
perder motilidad ni capacidad fecundante, estas caracteristicas se pueden observar
en esta investigacion, con el comportamiento que presento el glicerol, tanto en los
eyaculados de los cerdos criollos vs comerciales. Hay que destacar que el uso de
glicerol puede tener efectos osmoéticos y toxicos sobre las membranas celulares,
provocando una disminucién en la motilidad, asi como en la capacidad fecundante
de las células, sugiriendo asi, el uso de Etilenglicol, como un crioprotector que

puede sustituir al uso de glicerol, ya que, se ha identificado que este ha mostrado
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efectos crioprotectores superiores tanto en espermatozoides de humano, como de
bovino, del mismo modo, en su estudio, encontraron mejoras en la motilidad,

anomalias e integridad del acrosoma, al utilizar el etilenglicol (Swelum et al., 2011).

Los resultados obtenidos en esta investigacion reflejan similitudes a lo expuesto por
otros autores, ya que es evidente que existe una mejor motilidad progresiva en los
espermatozoides de cerdo criollos, al utilizar el crioprotector GLIy EG. Es por ello,
gue se puede establecer que, el uso de GLIy EG podrian ser los mas efectivos para
disefiar protocolos de crioconservacion, permitiendo tener buenos resultados en la
motilidad progresiva postdescongelacion para el caso de los eyaculados de los

sementales criollos de la raza Ts’udi Xirgo.
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6. CONCLUSIONES.
Con lo presentado en esta investigacion se puede concluir lo siguiente:

1. Se puede observar que las caracteristicas del semen de cerdos criollos se
encuentran dentro de los parametros establecidos por otros autores, por lo
que se podria considerar que estos presentan un buen potencial
reproductivo.

2. Eluso de glicerol y etilenglicol, a una concentracion del 6%, pueden ser una
opcién viable para definir un protocolo de congelamiento seminal, ya que
demostraron tener una mejor capacidad para mantener la motilidad de los
espermatozoides de cerdo.

3. Eltiempo también resulta ser un factor importante, denotando que 1 hora de
adaptacién con los crioprotectores, permite obtener mejores resultados,
siendo una opcidn viable para la definicién de protocolos de crioconservacion
en cerdos de la raza Ts'udi Xirgo.

4. Los cerdos criollos han demostrado tener un comportamiento diferente con
respecto a los cerdos comerciales en las evaluaciones realizadas, por lo que
se espera que los cerdos criollos puedan tener una mejor respuesta a la
criopreservacion.

5. Con los resultados obtenidos se puede trabajar en un protocolo de
crioconservaciéon que permita la conservacion a largo plazo de
espermatozoides de la raza Ts’Udi Xirgo y asi, establecer las estrategias
necesaria para lograr formar un banco de germoplasma.

6. El panorama en la conservaciéon a largo plazo de células espermaticas de
cerdos criollos sigue siendo muy amplio, sin embargo, tomando en cuenta
los resultados que muestran una mejor adaptacion de cerdos criollos en
comparacion con cerdos comerciales, se vuelve interesante indagar en las

caracteristicas que le estarian confiriendo esa adaptabilidad.
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