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n la actualidad, la inscminacibn artificial porcina es
una t^cnica rcproductiva dc amplia aplicacibn cn todo
cl mundo desan^ollado. Sin emhargo. el uso dc semen
congclado queda huv día limitado a casos muy espe-
cíficos, o bien asc ►ciado a la introducción en las explo-
lacioncs de nuevo material gcn^tico de alto valor para
inseminar determinados animales puros en las gra ►^jas

dc sclección, o bicn ascn:iado a labores de investigación. No obs-
tante. el uso de semcn congclado puedc hoy cn día aporiar cicr-
tas ventajas sobrc cl semen refrigerado como son el transporte a
largas distancias o la conscrvación durante un
ticmpo muv prolongado (años) con unos resulta-
dos productivos yue progresivamente mejoran _y
sc aa:rc<cn a los obtcnidos con semen refri^erado.

Este artículo tiene como objetivo revisar, a
la luz de las últimas investigaciones, la aplica-
ción yue pucdc tencr en condiciones comercia-
les el semen congelado, analizando las ventajas y
limitaciones yuc esta t^cnica presenta.

Desarrollo histórico

En el año ]c)49 cl cyuipo del Dr. C Polge
cn C'amhridgc (Rcino Unidu) usa por primcra
vcz con ^xito el glicerol como agentc criopro-
tcctor para congclar espcrmatozoides. Este
hccho supusu. por citar un ejemplo, un especta-
cular detiarrollo de los sistemas dc cungclación y
la utilización masiva de semen congelado en la
inseminación artificial bovina, siendo la hase de las grandes
mejoras productivas en las razas Iechcras.

Por el contrario, en la espccie porcina la aplicación inicial
de las técnicas de congelacibn espermática no se obtuvo cl é^ito
csperado. Y no cs hasta 20 años dcspués, en 197O, también en
Camhridge, cuando ohtiencn las primcras camadas a partir de
setnen congclado mcdiante la deposici<5n dcl mismo a nivcl ute-
rino mcdiante una intervención quirúrgica (laparoton^ía) ( Polge
ct al., 1970). En cstus trabajos est^í implic^ ►do el mismo Polge,
junto a Salomon e lan Wilmut (yue posteriormentc sc hará
mundialmentc famoso como crcador dc la ovcja clónica Dolly).
Un año después, en 1971 sc obtienen las primcras camadas con
inscminación cervical mediante el uso de catéteres dc insemi-
nacicín en difcrcntes lahoratorios (Crabo v Eina ►sson, 1^^71: Vur-
scl y Johnson, 1971; Graham et al.. 1971).

Se producc un cambio radical cuando en el mismo año 197_5,
en EEUU ( Pursel y Johnson, l^)75) v rn Alemania (Wcstemdorf

ct al., 1975) se dcsa ►7-ollan dos métodus dc con^claciún yuc puc-
dcn scr aplicados a nivcl comcrcial ^^ yuc cn cscnci^ ► sun los yuc
sc continúan utilizando hov cn día. Amlx^s mrtcxlos utiliran dilu-
ycntcs quc están basados en la utiliracicín dc la ycma dc hucvo v
gliccrol como ag,cntcs crioprotcctores, una conccnU^acicín clcvada
dc azúcareti v la adiciún dc un agcntc dctcrgcnlc (()rvus ct
pastc). El m^todo ale ►nán (Wcstcrndorf ct al., 197i) utilir.< ► un
medio yuc consta dc lactosa (11 `%^ ) v vcma dc hucvo (^U`7^ ) y
envasa las muestras seminalcs en pajuclas de 5 ml, micntras yuc
cl m^todo an^cricano Bcltsvillc dcscrito por Purscl v Johnson
(1975) utiliza el medio dcnominado BF-^ (13cltsvillc frccrin^! ->),
cn cuya composición sc incluvc glucosa, ycma dc hucvu y^li^is
como agentc regulador del pH, y las mucstras scminalcs sc colo-
can sobrc nieve carbónica para congelarsc cn forma du píldoras
(pellcts) de un centcnar de microlitros.

EI método alemán es el yuc ha perdurado con cicrtas mudi-
ficacioncs como cl uso dc pajuclas dc mcnor
volumen (()> ml) o ajustcs cn las condicioncs dc
adición dcl gliccrol (Almid et al., l^)^iS) ^^ cs cl
más I'recuentemente emplcado cn la actualidad.

Durante la d^cada dc los ^x) sc mcjorarun las
condiciones clcl proccso dc congclacion con cl
cstudio de nucvos cnvascs, curvas dc congcla-
ción, etc. En estc pcriodo la F^ ►cultad dc Vetcri-
naria dc Upssala (Succia) ha sidu un rcfcrcntc
mundial, con los trahajos diri^^idos ^x^r cl profr-
sor Rodrígucz-Martínc^. En csla misma dreada
sc rcaliraron imFx^rtantcs cstudios sohrc las hascs
de la crioconse ►ti^aci<ín v las particularidadcs dcl
proccso cn cl porcino, dondc dcstacan los traha-
jus dc los hritánicos P.F. Watson y W.V. Holt.

^ Ventajas de la inseminación artificial
y del uso del semen congelado

La inscminación artificial como técnica rcproductiva aporta
una scric dc vcnt^ijas, cntrc las yuc sc encucnU^an:
- La amplia difusibn d^l matcrial g^n^ticu drl vcrracc^ sclcccio-

nado, yuc permitc inseminar un mavor númcro cJc hemhras.
- Mejoras sanitarias cn la cxplotacicín, al cvitar cl contacto

dirccto macho-hembras por lo yuc sc impidc la transmisicín
de enfcrmcdades por vía ven^r^a v por contacto.

- Sc cvalúa continuamcntc la capacidad dc producir espcrma-
tozoides dc calidad suficicntc para asc^^urar la f^cundaricín.

- Suponc dc forma indirect^ ► mcjorar cl contrul d^ los r^sulta-
dos reproductivos dc la cxplotación.

- Rcducción en el número de verracos pon c^mhra, con la
consiguientc rcduccicín cn costcs dc adyuisicicín, alojamicnto,
alimentación. ctc. Esc dincro ahurrado pucdc scr dcstinado ^ ►
la compra de vcrr^tcos de mejur calidad gen^lica.
Peru la utilización dc scmcn con^clado cn cl sistcma dc insc-

minacicín pucde ofrcrer un^ ► s vcntajas adiciun^ ► Ics:
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Permite cl intercambio de material genético a larga distancia
y durante un periodo muy largo (años). Este periodo de
tiempo puedc ser crucial para efectuar un control sanitario 0
genético del semenlverraco antes de su uso. Eso es posible
hoy con el dia^Tnóstico de enfermedades infecciosas basado
en el cstudio de la presencia de ADN del agente infeccioso
mediante técnicas de PCR (Reacción de polimerasa en
cadena) y el desarrollo de marcadores genéticos asociados a
la producción es un proceso creciente.
Geación de bancos genéticos. De interés evidente en el caso
de la conservación de razas en peligro de extinc,7ón (un claro
ejemplo es el notable trabajo desarrollado por el Dr. Poto
del Instituto Murciano de Investigación Agt-oalimentaria en la
conservación dcl Chato murciano) y de grandes posibilidades
para la conservación de líneas o estirpes de especial interés.
Estos bancos de genes también pucden ser importantes a
nivel comercial por ejemplo para asegurar la conservación
de líneas genéticas valiosas ante posibles situaciones desfa-
vorables (epirootía, incapacidad para recogida, infertili-
dad/subfcrtilidad por altas temperaturas, etc).
A nivel práctico permite el introducir material genético de
alto valor sin los riesgos derivados de la introducción de nue-
vos animales en la explotación. Especialmente aplicable a la
líneas puras (abuelas).

Limitaciones del uso semen de congelado

EI prcxcso de cungelación/descongelación provoca Icsioncs en
cualquier tipo de célula, pero los espermatoroides son especial-
mente sensibles a las bajas temperaturas, sufriendo el proccso
que se denomina "choque por frío". Las particularidades que
presenta el espernTatoroide porcino hace que sea muy sensible al
choque por frío (Pursel et al., 1973), que produce una altera-
ción de funcionalidad de la membrana espernlática y la viabilidad
celular se ve comprometida. Estas alteraciones del espermato-
zoide suponen que la vida media del mismo se ve acortada, es
decir, se reducc: el tiempo en el cual el espennatozoide puede ser
fértil. De tal manera yue al usarse en inseminación artificial se
obtenían resultados inferiores a los obtenidos con semen refrige-
rado como cl clásico trabajo de Johnson et al. de 1985. En él, se
concluía que la fcriilidad del semen con^elado era sensiblemente
menor a la obtenida con semen refrigerado y que podría esti-
marse en una reduu;icín media del 20%, en la tasa de partos.

L.a reducción en el rendimiento reproductivo ha sido el gran
limitante de esta técnica. Sin embargo, cn los últimos años se
ha realizado un gran esfuerr.o para mejorar la fertilidad del se-
men congclado en inseminación artificial con resultados a nivel
comercial muy promctedores (^Ihilmant, 1^^8, Gadca et al., 2001;
Erickssc^n et al., 2(An; Ruiz et al., 20(n; Scllca et al., 2O03) que su-
ponen tasas de partos por encima del 70% y para algunos ma-
chos más del ^%. Por tanto, hoy con estos resultados sería am-
veniente evaluar si es rentable comercialmente el uso del semen
congelado para detcrminadas aplicacioncs, como el uso para las
ra-r.as cn pureza. En cualquier caso debemos desterrar la idea
muy difundida entre el sector que afirma que los espennatozoi-
des porcinos no se pucden congclar de forma adecuada y su uso
no pern^ite unos rendimientos reproductivos adecuados porque,
sencillamente, no es cierta. Esta misma idea incierta se difunde
en sentido contrario cuando haccmos referencia al semen conge-
lado en cl ganado vacuno dc lcche, donde la mayor parte de la
inseminación artificial se realiza con semen congelado, cuando la
fertilidad ohtenida no supera en el mejor de los casos el 70%.

La utilidad fundamental de esta técnica está asociada a la
incorporación de ^^en^tica de aho valor a nuestra explotación

(para razas en pureza, abuelas y bisabuelas). Por tanto los ren-
dimientos reproductivos obtenidos, sin dejar de ser importantes,
son secundarios a la consc;cución del ohjctivo primario yue es
la mejora genética de nuestra explotación porcina. Desgracia-
damente este uso tan claramente rentable en la actualidad no
se está aprovechando quizás debido a un problema en la trans-
ferencia de la tecnología al sector.

Téngase en consideración que si existiera una red de distri-
bución de semen congelado adecuado, que produjera dosis
seminales congeladas proc;e;dentes de animales de valor genético
de excelencia y de calidad seminal suficiente, el ganadero úni-
camente debería mantener su dosis en un tanque de nitrógeno
líquido (tal como hacc el ganadero de vacuno lechero) y en el
momento adecuado descongelar la muestra sobre un diluyentc
simple (por ejemplo BTS) y proceder a la inseminación en
unas condiciones similares a las del semen refrigerado. El coste
adicional de cste proccso (en ningún caso elevado) seria fácil-
mente eontrarrestado por las mejoras productivas consccuencia
de la introducción en la explotación de material genético mejo-

Cuadro I. Método de congelación.

1. Dilución en BTS 1:1
2. Mantener en refrigerador a 15 °C durante 2.5 horas

3. Centrifugación a 1000g x 10 min

4. Resuspender en 11% lactosa + 20% yema de huevo (diluyente A)
5. Ajustar concentración a 10 ° spz/ml
6. Mantener a 5°C durante 2 horas
7. Mezclar dos partes diluyente A+ una parte diluyente B(1.5% Equex + Gg% glicerop
8. Vapores de nitrógeno durante 20 min o Biocongelador
9. Sumergir en nitrógeno y conservar en tanque

Pajuelas de 0.5 ml (Almlid & Johnson, 1988. J. Anim. Sci. 66:289^2905.)

rante, y no directamentc de la fertilidad obtenida en la utiliza-
ción del semen congclado.

En cualquicr caso es posible mejorar los rendimientos repro-
ductivos con semen congelado, pcrmitiendo ampliar su uso a
distintas situaciones donde el rendimiento y ventajas superen a
las limitaciones. Las vías de mejora han ido diri^idas a optimi-
zar los sistemas de congelación para obtencr una calidad semi-
nal aceptable tras la descongelación (nuevos procc:dimientos de
congelación, diluyentes, aditivos, cnvases, etc.). Pero todavía hay
algunos aspectos que pueden mejorar sensiblemente.

Amplia variabilidad entre verracos

La selección de verracos ha sido basada hasta el momento
en los rendimientos productivos que éstos ofrecen cn la des-
cendencia (índices de crecimiento y conversión, conformación,
calidad de canal), cubriendo unos mínimos de calidad scminal
que asegurcn un rendimiento reproductivo adecuado. Sin
embargo, hasta el momento no se ha realirado una verdadera
sclección de reproductores por su capacidad de congclación
como previamente se ha realizado cn el vacuno de leche.

En numerosos estudios se han descrito grandes diferencias
en la capacidad de congelación que presentan los espermaro-
zoides de machos difercntes (revisado por Johnson, 1985), que
afectan tanto a la viabilidad de los espennatozoides tras la des-
congelación como a la fcrtilidad in vivo (Johnson et al., 1981).
De manera tradicional los machos han sido clasificados como
"buenos congeladores" o "malos congeladores" (Medrano et
al., 2002). Hasta hace muy poco no se sabía nada sohre las
posibles causas de esta variabilidad, de manera que la única
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solución viable es la de optimizar los procesos de congelacicín
para reducir al máximo la variabilidad y descartar aquellos
machos realmente malos congeladores (Gadea y cols, 2(H)3).
Recientemente se han encontrado los principios de una base
genética que justifique estas diferencias'^(Thurston e[ aL, 2(x)2).
Un apasionante nuevo campo de estudio se abre para los pró-
ximos años, cuando sea posible detectar mediante el uso de un
marcador genético aquellos verracos con mayor capacidad de
congelación espermática.

Coste de las dosis seminales congeladas

Uno de los problemas a solucionar es el mayor coste que
presentan las muestras seminales congeladas Esto es debido a
diversas causas:
- EI número de espermatozoides por dosis es sensiblemente

mayor en el caso de semen congelado frente al refrigerado
para asegurar unos buenos resultados reproductivos. Se usan
dosis de 5-6 x 104 espermatozoides cuando en refrigerado es
de 2-3 x 10`'. De esta manera, de un eyaculado sólo podemos
producir la mitad de dosis que en el uso común.

- La producción de las dosis es más costosa en tiempo y matc-
riales. Además requiere un equipamiento sofisticado y cos-
toso que sólo es rentable si la producción de dosis congela-
das es elevada.

- EI mantenimiento de las dosis en tan-
yues de nitrógeno líquido de las mues-
tras seminales es costoso ya que se
necesitan varias pajuelas por insemi-
nación, de manera que el consumo de
nitrógeno líyuido es importante.
En la actualidad, se está haciendo un

esfuerzo en reducir el número de esper-
matozoides por dosis, que así mismo
supondría reducir significativamente el
coste de producción y mantenimiento,
para ello hay abiertas diversas líneas de
actuación:
- Mejorar los procesos de a^ngelación, para que haya una pro-

porción mayor de espermatozoides viables en el momento
de la inseminación.

- Sincronizar mejor el momento de la ovulación de la cerda
con el momen[o de inseminación de tal manera que asegu-
remos el encuentro del mayor número de espermatozoides
viables con los ovocitos rccién ovulados (Larson, 1976). Esto
implica, o bien, el empleo de diagnósticos de ovulación
mediante el uso de ecografía por vía rectal o transabdominal
(Knox y Zas, 2001), o bien, la u[ilización de protocolos de
sincronización de la ovulación con tratamientos hormonales
(de Rensis et al., 2003).

- Utilización de inseminaciones intrauterinas profundas que
permitan reducir el número de espermatozoides por dosis
(Roca et al., 2(x)3).
Por nuestra parte, el equipo de investigación Fisiología de la

Reproducción de la Univenidad de Murcia comenzó a trabajar
en congelación de espermatozoides porcinos en el año 1996,
gracias a la financiación obtenida en la Comisión Interministerial
de Ciencia y Tecnología. En los inicios el objetivo fue la puesta
a punto de los sistemas de congelación con una tecnología muy
rudimentaria y]a aplicación a la conservación de material gené-
tico de alto valor de razas en peligro de extinción como el
Chato Murciano (Peinado et al., 1995) y de animales de razas
comerciales En esa primera etapa, se pusieron a punto los pro-
tocolos de congelación, se experimentó con los diversos envases

disponibles _y se utilizaron nuevas técnicas para evaluar la cali-
dad del semen después de la descongelación.

Igualmentc se puso a punto la técnic^r de fccundación in vitro
con espermatozoides congelados (Gadea et al., I^)9t; `' y 1^)^)ti'';
Matás et aL, 20(n), que por una paric permitc producir emhrio-
nes in vitro que tras la correspondiente transferencia permita el
nacimiento dc lechones (Coy et al., 2(x)1). Por otra parte la
fecundación in vitro es el sistema más preciso para evaluar la
capacidad feriilizante del semen congelado (Selles et al., 2(>(1 i).

Se han estudiado diversos factores yue puedcn mejorar la cii-
ciencia de la técnica: la curva de congclación a^n sistemas auto-
matizados o bic^congeladores (Murgas et al., 2(1Ol; Ruiz et al.,
20(>2), las condiciones óptimas para la descongclación (Scllés et
al., 2003), las diferencias en la eapacidad de congelacicín de las
diversas fracciones del eyaculado (Sellés et al., 2(>O1), las condi-
ciones en las que se producc la inseminación (Ruiz et al., 2(>O3),
así como el efecto de la estación, la línea genética y el verraco
en la capacidad de congelación (Gadea et al., 2(1O3). L.os resul-
tados de fertilidad del semen congelado a nivirl comercial pare-
cen muy prometedores obteniendo tasas de partos superiores al
70"/<^ ya alcanzando para algunos vcrracos más del t{0`%, ((;adea
et al., 2001; Ruiz et al., 2(lO2 y 20O3; Sclles et al., 2003).

En los últimos tiempos nos hcmos centrado en el cstudio
de las alteraciones que producc la congelación en la célula

espermátic^r y, especialmcntc, en la descs-
tahilización que se produce durante la
congelación del sistema antioxidantc del
espermatozoide. Esta información subre
los procesos hásicos pucde ser vital para
posteriormente aplicarla en el diseño de
nuevos protocolos y diluyentes yue per-
mitan minimizar el daño cspern^ático. EI
contenido de glutatión (principal agente
antioxidante no enzimático) se reduce
durante el proceso dc congelación
(Gadea et al., 2(xW), así como se ^iltcran
las proteínas de la mcmhrana espermá-
tica (Gadea et al., 2(1(kl). La adición de

este glutatión en los diluyentes hasta el momento no tienc un
efecto claro, la aplicación en el medio de congelación no parece
tener un efecto positivo (Sellés et al., 2003; Matás et al., 2(1l)4).
Sin embargo, si hay una mejora al añadir este compuesto en cl
medio de descongelación (Gadea ct al., 2(1(>O y 2O(W). Igual-
mente estamos estudiando como se moditican las proteínas de
la membrana de los espermatozoidcs por el proceso dc ccmge-
lación (Marco y Gadea, 2(>O3; Gadca ct al., 2(xkl'') información
que nos permitirá evaluar si los nucvos procesos son más efi-
cientes Esperamos podcr seguir avanzando en el con^^cimicnto
en este campo para poder transferir los resultados de nucstra
investigación al sector productivo.

Conclusiones

EI uso dcl semen congelado cn la especie porcina no ha
sido muy difundido hasta el momcnto. Esta técnica aporta unas
ventajas muy interesantes para el sector y se dispone de la suti-
ciente experiencia sobrc el tema para poderla aplicar dc I^orma
satisfactoria en unas dcterminadas situaciones en condiciones
de campo. AI mismo ticmpo las investigaciones sohrc este
campo apuntan a una mejora notablc en los resuliados repro-
ductivos que permitirán un uso más amplio en un futuro prcí-
ximo. ^
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