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Semen porcino congelado.
¢/ Realidad o ficcion?
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Cuando hablamos de Inseminacion Atrtificial (IA) porcina lo hacemos sin duda, de semen
refrigerado. A diferencia de lo que sucede en especies como el bovino, donde casi en el 100% de
los casos la técnica se lleva a cabo con semen congelado (en nitrégeno liquido a -196 °C), en
porcino dicha cifra no alcanza el 5%.

as altisimas tasas de fecun-

didad (80-90%) y prolifici-

dad (11-12 lechones) logra-

das con semen fresco, fren-

te a la mediocridad de los
resultados obtenidos con semen conge-
lado (40-70% y 9-10 lechones), hacen
posiblemente que el uso de semen con-
gelado continte siendo, atin hoy, casi
una curiosidad limitada al ambito acadé-
mico (Bolarin et al, 2006).

El principal inconveniente para el
desarrollo de dicha tecnologia esta en la
propia naturaleza del espermatozoide
porcino. Debido a una serie de caracte-
risticas celulares, un gran namero de
espermatozoides no sobreviven al proce-
so de congelacion-descongelacion o
sufren danos irreversibles que compro-
meten su capacidad fecundante asi por
ejemplo, hasta el 50% de los acrosomas
pueden resultar danados en el proceso
(Figura 1). Esta sensibilidad se conoce
como shock por frio (Pursel et al, 1973)
y estd intimamente relacionada con la
composicion lipidica de la membrana
del espermatozoide que contiene
muchos acidos grasos insaturados en la
bicapa lipidica y poco colesterol (Niko-
lopoulou et al, 1985). Como consecuen-
cia de su composicion lipidica, la mem-
brana espermatica sufre una serie de
modificaciones fisico-quimicas durante
los procesos de enfriamiento, congela-
cion y descongelacion que originan cam-
bios estructurales y funcionales en los
espermatozoides que provocan un efec-
to similar a un “envejecimiento celular
prematuro” (Watson, 1996). En este
sentido, se ha observado que los esper-
matozoides congelados desarrollan un
patréon de movimiento similar al descri-

to en casos de hiperactividad espermati-
ca (Suarez et al, 1992). Esta circunstan-
cia sugiere que la criopreservacion, des-
encadena en la célula espermatica un
estado parecido a la capacitacion que
reduce considerablemente su supervi-
vencia en el aparato reproductor de la
hembra (Watson et al, 1995). Por este
motivo, son necesarias dosis seminales
con aproximadamente, el doble de con-
centracion que en la IA con semen fres-
co (5-6x10° vs 2-3x109) circunstancia
que encarece cuantiosamente el proceso.
Por otra parte, existe una gran variabili-
dad individual en resistencia espermati-
ca a la congelacion. De hecho, la impor-
tancia del factor individuo es tal que,
tradicionalmente, se ha clasificado a los
machos como “buenos congeladores” o
“malos congeladores” (Medrano et al,
2002). Esta circunstancia, hace que sea
estrictamente necesaria una seleccion de
los verracos previa a la congelacion, difi-
cultando atin mas la técnica.

En lo referente a la basqueda de pun-
tos criticos en el proceso de congela-
cion, cabe destacar que el dano celular
no es homogéneo a lo largo del mismo.
Se ha demostrado que de las tres fases
(enfriamiento, congelacion y desconge-
lacion), la mayor pérdida de viabilidad
espermatica tiene lugar durante la con-
gelacion y descongelacion del semen.
Asi, estudios recientes muestran que el
factor que ejerce una mayor influencia
en la supervivencia espermatica es la
tasa de descongelacion seguida del fac-
tor individuo y la tasa de congelacion
(Ericsson et al, 2000). Por el contrario,
durante el enfriamiento, Gnicamente se
producen pequenos cambios en la moti-
lidad y en la integridad de la membrana.

Técnicas de congelaciéon

A pesar de los avances técnicos en la
actualidad a nivel comercial, inicamen-
te se emplean dos métodos de congela-
cion que datan de 1975: Método Wes-
tendorf (Westendorf et al, 1975) y
Método Beltsville (Pursel y Jonson,
1975). Ambos métodos emplean yema
de huevo y glicerol como agentes crio-
protectores, aztcares y un agente deter-
gente (Cuadro I).

En el método americano Beltsville las
muestras seminales se colocan sobre
nieve carbonica para congelarse en forma
de pildoras (pellets) de un centenar de
microlitros (Figura 2). Por su parte, en el
método aleman (Westerndorf et al,
1975) se envasa las muestras seminales
en pajuelas de 5 ml (Figura 3).

El método Westendorf es el mas fre-
cuentemente empleado en la actualidad
aunque se han introducido ciertas modi-
ficaciones para mejorar el ratio superfi-
cie/volumen de los envases (macropajue-
las 0,5 ml y flat-pack) y garantizar asi,
una congelacion mas homogénea o ajus-
tes en las condiciones de adicion del gli-
cerol (Almid et al, 1988). Ademas, traba-
jos recientes indican que algunas técnicas
como la eliminacion de componentes de
bajo peso molecular del esperma median-
te dialisis antes de la congelacion (Fraser
et al, 2007) mejora sensiblemente la
motilidad espermatica, la integridad de la
membrana y la funcion mitocondrial. Por
el contrario los autores del mencionado
trabajo no observaron efecto alguno
sobre la integridad del acrosoma. Del
mismo modo, se ha observado que la
adiccion de lipoproteinas de bajo peso
molecular al diluyente de congelacion
incrementan el porcentaje de espermato-
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Figura 2.

Figura 3.

zoides con acrosomas intactos, la motili-
dad espermatica y la integridad de la
membrana plasmatica (Jiang et al, 2007).

Ventajas del semen congelado
Al margen de las dificultades e inconve-
nientes, especialmente el encarecimien-
to de la IA y las dificultades técnicas, la
criopreservacion de semen porcino
ofrece numerosas ventajas (Cuadro II),
entre las cuales cabe destacar las
siguientes aplicaciones:
* Intercambio de material genético.
Permitirda la importacion/exporta-
cion de semen a larga distancia y a
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Técniva de Criopreservacion Composicion

Método Pursel y Jonson Tes 1,29

—(Ilevar hasta 100 ml con agua destilada) Tris o 0,29
- o Glucosa 329

o Yema de huevo 20 ml B

o a Orvus Es Paste 0,5ml

Método de Westendorf et al Lactosa (solucion al 11%) 100 ml

Yema de huevo 25 ml

Orvus Es paste 0,5% VNV

Cuadro Il.

Ventajas

Inconvenientes

Facilitara el Intercambio de material
genético a grandes distancias
y a largo plazo

Requiere mayor concentracién
espermatica concentradas
(5-6x109 vs 2-3x109 ) incrementando el precio
de la dosis (3 vs 6 €)

Contribuira al control sanitario y/o
genético exhaustivo del semen /verraco
antes de su uso

Menor fertilidad (10-20% menos)
y prolificidad (1-2 lechones menos)

Permitira la creacion
de Bancos de semen

Sélo un 30% de los verracos
dan semen congelable

Contribuira al aprovechamiento
optimo de los verracos de élite

Complicacién y ausencia de
estandarizacion en la técnica de congelacion

Optimizacién de la gestion de CIA

largo plazo (anos). Esta prolonga-
cion de la vida atil del semen, con-
tribuira a rentabilizar al maximo a
los reproductores de gran valor
genético y permitira efectuar con-
troles sanitarios y/o genéticos
exhaustivos antes de su uso.

® Creacion de bancos genéticos. La
ventaja principal de dichos bancos
es que, permiten mantener la varia-
bilidad genética de una especie de
forma casi indefinida. Asi, el semen
almacenado en estos bancos se
puede utilizar durante muchos anos
después de la muerte del animal del
que procede. Esta caracteristica
hace que sean una herramienta fun-
damental en la recuperacion pobla-
cional de razas en peligro de extin-
cion. Ademas, permitiria introducir
material genético de gran valor sin
riesgos sanitarios, asegurado el
abastecimiento de semen de calidad
en caso de inmovilizaciones por
epidemias.

e Creacion de Bancos de dosis de
espermatozoides  manipulados.
sexados, modificados, etc. La
determinacion del sexo de la des-
cendencia antes del nacimiento

tiene un gran interés econémico, ya
que permitiria programar la pro-
duccion hacia linea macho o hem-
bra de acuerdo a las necesidades, y
por otro lado, acelerar los progra-
mas de mejora genética.
e La optimizacion de la gestion de los
Centros de Inseminacion Artificial
(CIA). Facilitaria la planificacion de
las extracciones ya que permitiria:
e Contar con un remanente de dosis
seminales evitando la sobreexplo-
tacion de los animales.

e Tener una calidad de producto
uniforme a lo largo de todo el ano.

Conclusién
A pesar de las evidentes ventajas que
reporta el uso de semen congelado y de
los esfuerzos realizados, los rendimientos
de las técnicas de congelacion contintan
siendo bajos. Los trabajos realizados en
los proximos afos y el conocimiento que
de la célula espermatica proporcionen
decidiran si se produce o no la implanta-
cion definitiva de la IA con semen conge-
lado en porcino. ®
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