REPRODUCCION

Adicion de plasma seminal para
la mejora del semen
criopreservado de porcino

a inseminacién artificial (IA) es,

posiblemente, la técnica de repro-

duccion asistida que mas impacto

ha tenido sobre la produccion ani-
mal en los ultimos cincuenta o sesenta
afios, llegando, en el sector porcino, a
presentar una amplia aplicacion en todo
el mundo.

La utilizaciéon de semen refrigerado
(15-20°C) copa mas del 99% de las inse-
minaciones artificiales realizadas en el
mundo, quedando relegada la utilizacion
de semen congelado/descongelado, bien
a labores de investigacion, o bien a la in-
corporacion de nuevo material genético
de alto valor a nucleos de seleccion, por
lo que en la produccién comercial por-
cina no se estan aprovechando las gran-
des ventajas que la criopreservacion se-
minal puede aportar, como el mayor
control sanitario de las dosis o la gran dis-
ponibilidad espacio/temporal del material
seminal.

La inseminacidén con semen criopre-
servado tiene un rendimiento reproduc-
tivo inferior al obtenido con semen refri-
gerado, tanto en el porcentaje de partos
como en el tamano de la camada, en
torno a dos o tres lechones menos, y es
que los espermatozoides de porcino pre-
sentan una mayor susceptibilidad a la
criopreservacion que la mayoria de las es-
pecies domésticas. De hecho, solo se ob-
servan porcentajes aceptables de fecundi-
dad cuando la inseminacion se realiza en
el intervalo de 4 horas antes de la ovula-
cion.

Se cree que el dafio sufrido por el pro-
ceso de criopreservacion podria inducir
un efecto en los espermatozoides similar
a la capacitacion o al envejecimiento pre-

maturo, asociado a un incremento de la
fragmentacion del ADN.

Aunque el dafio infringido por el proceso
de criopreservacion puede considerarse la
principal causa del bajo rendimiento re-
productivo, existen otros factores que
también limitan considerablemente la
utilizacion del semen congelado:
El requerimiento de un mayor numero
de espermatozoides por dosis de inse-
minacion (5-6 millones de esperma-
tozoides) en comparacion con el
fresco/refrigerado (2-3 millones de es-
permatozoides).
El elevado coste del proceso, ya que
implica la adquisicion de un equipa-
miento de laboratorio mucho mas
caro y una formacion complementaria
del personal.
La carencia de analisis de laboratorio
que determinen de una forma precisa
la calidad seminal, lo cual es un obsta-
culo a la hora de relacionar la viabili-
dad in vitro con la fecundidad i vivo.
El momento critico de la insemina-
cion, puesto que el rango fértil de los
espermatozoides descongelados es
considerablemente menor que en el
semen fresco/refrigerado.
La gran variacion existente entre razas
y entre verracos en relacion con la su-
pervivencia espermatica al proceso.

Todos estos inconvenientes son los
que han hecho que hoy en dia la utiliza-
cion de semen congelado/descongelado
en el ganado porcino se haya reducido,
aparte de su uso en investigacion, a la
produccion en pureza en las granjas de
seleccion genética, puesto que en este
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caso los rendimientos reproductivos, aun-
que no dejan de ser importantes, son se-
cundarios con respecto a la consecucion
del objetivo primario, que es la mejora
genética de los animales de explotacion o
la introduccién en otros paises de nuevas
lineas selectas de bisabuelos/as y abue-
los/as.

Situacion actual de esta técnica
Desde el inicio de las primeras experien-
cias con esta técnica en 1956, son mu-
chos los avances conseguidos a fecha de
hoy para aumentar su rentabilidad. Uno
de ellos seria la utilizacién de un catéter
especial que permite depositar el material
seminal mas alla del cuello uterino, con lo
que se minimizan algunos de los inconve-
nientes, ya que ademas de incrementar
los porcentajes de fecundidad (76-80%)
y prolificidad (9,3-9,5 lechones por ca-
mada), se consigue reducir el numero de
espermatozoides necesarios para llevar a
cabo la inseminacion (con el consiguiente
aumento del nimero de dosis producidas
lo que conlleva a una disminucién del
coste).

Otra de las lineas de investigacion de-
sarrolladas trata de buscar una mejor sin-
cronizacion del momento de la ovulacion
con la llegada de los espermatozoides
descongelados al oviducto, dada la redu-
cida vida fértil que éstos presentan.

Ultimamente también se ha centrado
la atencidn en los fendmenos relaciona-
dos con las especies reactivas de oxigeno
(reactive oxigen species —ROS-), que causan
parte de las alteraciones estructurales y
funcionales que sufre el espermatozoide
porcino durante los procesos de congela-
cion y descongelacion. En este sentido, se
han venido utilizando en los diluyentes de
congelacion enzimas o sustancias antioxi-
dantes con el fin de proteger, en cierto
modo, a las estructuras espermaticas de
su efecto nocivo, consiguiendo con ello
no soélo los resultados de motilidad e in-
tegridad de las membranas acroséomica y
plasmatica, sino también la capacidad fe-
cundante en pruebas de fecundacion in
vitro.

Estrategias para mejorar los
resultados reproductivos utilizando
semen criopreservado

Son muchos los trabajos que han inten-
tado dar solucion a este problema de bajo
rendimiento reproductivo cuando se uti-

Imagen 1. El verraco representa no solamente la linea de mejora genética en el ganado porcino,
sino también el 50% de la fecundidad de las explotaciones.

El dano sufrido por la

criopreservacion podria
inducir un efecto en los
espermatozoides stmilar al
envejecimiento prematuro

liza semen criopreservado de porcino y se

ha intentado estudiar y actuar sobre los

factores externos que afectan a la super-

vivencia y al mantenimiento de la capaci-

dad fecundante de los espermatozoides

tras el proceso de congelacion, logran-

dose avances muy significativos:

 Actuaciones sobre la curva de conge-
lacion.

M Determinacion de las condiciones 6p-
timas para la descongelacion.

m Modificacion de la composicion de los
diluyentes (fundamentalmente me-
diante la incorporacion de sustancias
con caracter antioxidante).

B Modificacion de los envases de conge-
lacion.

m Eleccidn del lugar de la aplicacion de
la dosis seminal.

 Adicidon de plasma seminal.

Suplementacion con plasma
seminal

Con el fin de mejorar el rendimiento re-
productivo del semen congelado de ve-
rraco realizamos un trabajo de investiga-
cion para examinar el efecto de la
suplementacion del semen congelado/des-
congelado con distintas concentraciones
de plasma seminal, sobre la calidad esper-
matica y la fecundidad en la cerda me-
diante inseminacion artificial cervical.

En la primera parte de este trabajo
se observo que el aumento de la con-
centracion de plasma seminal provo-
caba un aumento significativo de la via-
bilidad y movilidad espermatica. En la
segunda parte, se constaté que la inse-
minacion de cerdas con semen criopre-
servado redujo el porcentaje de gesta-
cién y el tamafo de la camada, sin »>
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Figura 1. Efecto de la incubacion del semen congelado/descongelado de verraco durante 4
horas en un medio suplementado con 0, 10 0 50% de plasma seminal sobre la integridad de la

membrana plasmatica (% vitalidad).
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Figura 2. Efecto de la incubacion del semen congelado/descongelado de verraco durante 4
horas en un medio suplementado con 0, 10 0 50% de plasma seminal sobre la movilidad

espermatica (% movilidad).

embargo este efecto no se observd
cuando el semen congelado/desconge-
lado fue suplementado con un 50% de
plasma seminal.

Como hemos comentado, se cree que el
dano sufrido por el proceso de criopre-
servacion podria inducir un efecto en
los espermatozoides similar a la capaci-
tacion o al envejecimiento prematuro.
Estos espermatozoides capacitados no
forman un reservorio espermatico fun-
cional, por tanto, el control de estos
procesos representa un punto de interés
para la mejora de la fecundidad aso-
ciada al uso de semen porcino criopre-
servado.

Se ha demostrado mediante métodos
de tincidén, que la incubacion en un
medio suplementado con un 10% de
plasma seminal, tanto con semen refri-
gerado como con semen congelado/des-

congelado, puede prevenir, y posible-
mente revertir, la crio-capacitacion.

Basandonos en estos estudios, formula-
mos la hipdtesis de que el aumento de la
concentracion de plasma seminal usado
en la reconstitucion de semen conge-
lado/descongelado mejoraria la fecundi-
dad de la cerda utilizando inseminacion
artificial cervical.

Para evaluar esta hipotesis se utilizaron
tres concentraciones de plasma seminal
(0, 10 y 50%), para las valoraciones in
virro de la viabilidad y movilidad esper-
matica, y se seleccionaron cinco verracos
en base a su fertilidad y calidad esperma-
tica como donantes de semen. Semanal-
mente se realizo una extraccion seminal a
cada uno de ellos.

Posteriormente, se procedi6 a la valo-
racion seminal, utilizando tnicamente
eyaculados con al menos un 80% de es-
permatozoides moviles, un 75% de es-
permatozoides morfolégicamente nor-

males y un 95% de acrosomas normales,
para la criopreservacion seminal, donde
se utilizaron dos eyaculados de cada uno
de los verracos.

Al descongelar las pajuelas en el dilu-
yente de descongelacion (dos pajuelas
en 40 ml de diluyente comercial BTS)
se afiadi6 0, 10 0 50 % de plasma semi-
nal (que habia sido apartado en la reco-
gida del semen). Posteriormente el
semen se mantuvo a 38°C durante 4
horas, analizandose cada hora la viabili-
dad de los espermatozoides (porcentaje
de vivos/muertos) y su movilidad.

El porcentaje de espermatozoides vivos
disminuyo6 progresivamente durante el
periodo de incubacién de 4 horas, sin
embargo, en el caso del esperma incu-
bado en un 50% de plasma seminal, el
porcentaje de espermatozoides vivos fue
superior (en todos los tiempos de valora-
cidén) en comparacion con los espermato-
zoides que se incubaron en un 0 0 10%
de plasma seminal.

El porcentaje de movilidad de los esper-
matozoides disminuy6 progresivamente
durante el periodo de incubacion de 4
horas, sin embargo, la movilidad de los
espermatozoides incubados con un 50%
de plasma seminal fue significativamente
superior en todos los puntos de valora-
cién en comparacion con las poblaciones
de espermatozoides incubados con 0 o
10% de plasma seminal.

La respuesta a la suplementacion de
semen de verraco con plasma seminal ha
demostrado ser impredecible cuando se
ha estudiado la repercusion sobre la fe-
cundidad de la hembra. Segtin algunos
autores, cuando el semen de verraco se
suplementa con 0 o 10 % de plasma se-
minal y se insemina entre 2 y 12 horas
antes del momento previsto de la ovula-
cidn, no se observan diferencias en la fe-
cundidad de la cerda, mientras que otros
autores demuestran una mejora de la
misma.

Es posible que el efecto beneficioso
del plasma seminal sobre la fecundidad
no solo dependa del porcentaje de »»
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Imagen 2. Fraccion “rica” del eyaculado utilizada en la inseminacion artificial.

Semen refrigerado Semen criopreservado Semen criopreservado
+ 50% plasma seminal

N° cerdas 30
Gestacion (%) 86,72
Partos (%) 83,3

Tamano camada 11,2 +0,4¢

26 26
80,8% 65,4°
69,2 65,4
12,5 + 0,5¢ 9,8 +0,5¢

Con diferente superindice diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05).

suplementacion o de la viabilidad y movi-
lidad de los espermatozoides, sino tam-
bién del lugar de deposicion de los esper-
matozoides en la hembra. Recientemente
se ha observado que la inseminacion arti-
ficial postcervical mejora los resultados de
fecundidad del semen descongelado com-
parado con la cervical.

Para la valoracion de este hallazgo de la-
boratorio se estudid su repercusion
sobre la fecundidad de la cerda insemi-
nada con semen criopreservado y suple-
mentado con plasma seminal al 50%, ya
que ésta es la concentracién que mejora
significativamente la vitalidad y movili-
dad espermatica como hemos visto an-
teriormente. Los datos obtenidos se
compararon con la fecundidad alcan-
zada con semen refrigerado y semen

criopreservado sin afadir plasma des-
pués de la descongelacion.

Para ello se inseminaron 82 cerdas, las
cuales recibieron un tratamiento de sin-
cronizacion del celo y ovulacion mediante
una inyeccion de 900 unidades interna-
cionales (UI) de gonadotropina coridnica
equina (eCQG) en el momento del destete,
seguida de 750 UI de gonadotropina co-
ridénica humana (hCQG) a las 80 horas.

Posteriormente se realizaron dos in-
seminaciones artificiales cervicales es-
tandar a modo tradicional, a las 36 y 42
horas después de la inyeccion de hCG y
todas las cerdas fueron asignadas aleato-
riamente por numero de parto en tres
grupos dependiendo del tipo de insemi-
nacion realizada (el semen y el plasma
seminal procedian de un pool/ de los mis-
mos verracos utilizados en el experi-
mento anterior):

Inseminacion artificial cervical con
semen refrigerado (3x10° espermato-
zoides).
Inseminacion artificial cervical con
semen criopreservado (5x10° esper-
matozoides).
Inseminacion artificial cervical con
semen criopreservado (5x10° esper-
matozoides), suplementado con un
50% de plasma seminal.
Posteriormente, se valoro el estado de
gestacion mediante ecografia a tiempo
real a los veintiocho dias después de la
inseminacion dejando llevar a término la
gestacion.

La inseminacién artificial cervical
con semen criopreservado provoco una
reduccion de la fecundidad (porcentaje
de gestaciones y porcentaje partos) y de
la prolificidad (tamafio de camada), res-
pectivamente, sin embargo, este efecto
no se observd cuando el semen descon-
gelado se suplementd con un 50% de
plasma seminal. Por otro lado, no hubo
efecto del tratamiento sobre el porcen-
taje de partos.

Podemos concluir afirmando que:
La adiccion de un 50% de plasma
seminal a los medios de dilucion de
los espermatozoides para su descon-
gelacion mejora significativamente la
viabilidad y movilidad espermatica,
prolongando la vida util de los es-
permatozoides con la consiguiente
mejora en la fecundidad de la cerda.
La posibilidad de mejorar los resulta-
dos de fecundidad y prolificidad con
semen criopreservado a través de di-
versas estrategias, como la adicion de
plasma seminal tras la descongela-
cidén, podra incrementar el uso de
semen congelado en el ganado por-
cino, mejorando su disponibilidad en
el espacio y en el tiempo.
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