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EFECTO DE DOSMETODOS DE CONGELACION SOBRE LA
VIABILIDAD ESPERMATICA DE SEMEN DE VERRACO

ErFrFecT oF Two FrReeziING METHODS ON SPERM VIABILITY OF BOAR SEMEN

Mateo Carpio C.%, José Cadillo C.* y Edwin Méllisho S.*?

El objetivo del presentetrabajo fue evaluar el efecto de dos métodos de congelacion
sobre laviabilidad espermética de semen de verraco. Se utilizaron seis eyaculados (dos
por macho), de tres verracos adultos de las razas Hampshire, Duroc y Landrace. Se
evalud el volumen, motilidad y concentraci On espermatica de cada eyaculado. Posterior-
mente, el semen fuediluido con solucidon BTS (Beltsville Thawing Solution) y centrifugado
a 1500 rpm por 10 min pararetirar el plasma. El pellet (porcidn espermatica) obtenido fue
extendido con dilutor de congelacién (A y B), enfriado y equilibrado a5 °C por 2 horas
previas alacongelacién. El semen equilibrado fue criopreservado usando dos métodos
de congelamiento: a) en pellets colocando alicuotas de 0.25 ml de semen equilibrado en
agujeros preparados en lasuperficie del blogue de hiel o seco manteniéndolo por 2 miny
luego vertiéndol o a nitrégeno liquido; y b) en pajillas de 0.5 ml, exponiéndolas al vapor
de nitrégeno liquido a 7 cm de altura por 10 min (dentro de una caja de tecnopor) para
luego verterlas a nitrogeno liquido. No se encontr6 diferencias significativas entre la
motilidad individual y proporcién de espermatozoides vivos del semen congelado en
pellets (40.1y 48.8%) vs. pgjillas (34.5 y 40.7%), respectivamente.
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ABSTRACT

The objective of this experiment was to eval uate the effect of two freezing methods
on the spermatic viahility of boar semen. Six collects (2 g acul ates per male) of three adult
boars (Hampshire, Duroc and Landrace) were used. Immediately after the collection,
volume, moatility and spermatic concentration of each ejaculate were evaluated. Then, the
semen was diluted with BTS solution (Beltsville Thawing Solution) and centrifuged at
1500 rpmfor 10 minfor plasmawithdrawal . The pellet (spermatic portion) wasdiluted with
freezing dilutor (A and B), cooled and equilibrated at 5 °C for two hours before freezing.
The equilibrated semen was cryopreserved using two freezing methods: a) in pellets
placing 0.25 ml aliquotaof semenin holesprepared on the surface of adry ice block for 20
min and then, pouring theminliquid nitrogen; and b) in straws of 0.5 ml exposing them at
7 cm over liquid nitrogen steam for 10 min (in a styrofoam box). The results showed no
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statistically differences amongst individual motility and live spermatozoa percentagein
semen frozed in pellets (40.1 and 48.8%) as compared to straws (34.5 and 40.7%).

Key words boar, semen, cryopreservation, spermatozoa

INTRODUCCION

La conservacion a largo plazo del se-
men es econdmicamente importante y ata
mente deseable para mantener y conservar
germoplasma, preservar la diversidad
genéticay mejorar laeficienciareproductiva
delos animales. La primeravez que serea
lizé con éxito la congelacion de material
seminal fue en 1949 cuando Polge et al. de-
mostraron € poder crioprotector del glicerol.

Los primeros trabajos en congelacion
de semen en laespecie porcinadatan de hace
més de 30 afios (Pursel y Johnson, 1975;
Westendorf et al., 1975). Se ha demostrado
gue los espermatozoides de verraco son mas
sensibles a los eventos asociados a la
criopreservacion, asi como alos procesosde
congelacion y descongelacion (Watson, 1995),
gue otras especies como bovinos y huma
nos; produciéndose dafios en la membrana
plasméticay organgosdelacélulacomo re-
sultado del estrés osmoético, shock de enfria-
miento y formacién de hielo intracelular
(Johnson et al., 2000). Lavariabilidad en las
tasas de viabilidad espermética post descon-
gelacion demuestraque aln existen factores
no esclarecidos en estaespecie, requiriéndose
de estudios adicionales.

El semen congelado de verraco hasido
utilizado principamente para la introduccién
y mejoramiento genético de nicleos de se-
leccion (Holt, 1997), y no tanto parae servi-
cio de marranas en las unidades de produc-
cién comerciales. Ello se debe principa men-
te a que los resultados de fertilidad son mas
bajos que los obtenidos con semen fresco o
lamontanatura (Johnson et al., 2000). End
Per(, la diseminacion de materia genético
de verracos de dto valor usando insemina-
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cion artificid es muy limitada debido alafal-
ta de un método de conservacion de semen
que otorgue tasas de viabilidad espermética
aceptables.

Ante esta problemética, €l presentetra-
bajo tuvo como objetivo evauar € efecto de
dos métodos de congelacion sobre la viabili-
dad espermatica de semen de verraco.

M ATERIALES Y M ETODOS

Animales

El trabgjo sellevd acabo en lasinstala
ciones del Laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva y la Granja de Cerdos de la
Universidad Naciona Agraria La Molina,
Lima Se utilizaron eyaculados de tres
verracos adultos (2 eyaculados por verraco
colectados con intervalo de cuatro dias) de
las razas Hampshire, Durocy Landrace Bel-
ga. Los animales fueron mantenidos en co-
rrales individuales de piso de tierra.

Coleccion de Semen

Los verracos fueron trasladados de su
corra individud a &ea de coleccion. A la
monta del maniqui y protruson del pene, €
técnico sujetd e glande del pene con mano
enguantada y presiond ligeramente, estimu-
lando la eyaculacion. El semen serecibid en
un termo provisto de dos capas de gasa fina
como filtro. La fraccion espermética se re-
cuperé en € termo y setradad6 a |aborato-
rio donde se rediz0 la evaluacion de semen
inicial previo a proceso de dilucidn. Se cuan-
tificd & volumen, lamatilidad y la concentra-
cién espermética.
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Preparacion del Dilutor de Semen

Se prepard la solucidon BTS (Bdtsville
Thawing Solution) como dilutor de congela
cion que contiene 37 g/l de glucosa, 1.25 g/l
deEDTA, 6 ¢/l decitrato de sodio, 1.25 ¢/l de
bicarbonato de sodio y 0.75 ¢/l de cloruro de
potasio, diluidos en agua destilada estéril
(Pursel 'y Jonson, 1975). A la solucion base,
se le adicion6 3% de yema de huevo y se le
centrifugd a 2000 rpm por 10 min para eimi-
nar los solidos (grumos). La solucion clarifi-
cada se separd en una primera fraccion, de-
nominada dilutor A, y en una segunda frac-
cién denominada dilutor B, alaque se le adi-
ciond 7% de gliceral.

Procesamiento de Semen

Se utiliz6 & méodo Bdtsville (Pursdl y
Johnson, 1975) modificado para procesar €l
semen de verraco. El semen, asu llegada a
laboratorio, era mezclado 1:1 con d dilutor
BTS(sinyema, ni gliceral), equilibrando por 2
horas a 18 - 20 °C, para luego remover la
mezcla 'y se centrifugar a 1500 rpm por 10
min. Se recuperd la porcion esperméticalibre
de plasma del fondo del tubo y se diluy6 con
e dilutor A (BTS). Seinicio @ descenso con-
tinuo de latemperatura (1 °C/min) del semen
diluido hasta4 a5 °C. Se completd ladilucion
con € dilutor B (BTS) para obtener una con-
centracion final de 250 millones/ml. Después,
seredizo d equilibrio delamezclaa5 °C du-
rante 2 horas.

Congelacion de Semen

El semen se congel6 usando dos méto-
dos de congelacion: en pelletsy en pgjillas.

- Congelacion de semen en pajillas
El semen equilibrado por 2 horas (5 °C) fue
vadiadoenpgillasde0.5ml (Casou - IMV,
Francia) y sdlado con dcohal palivinilico.
Las pgjillas se colocaron sobre unargjilla
ubicadaa 7 cm de lasuperficie dd nitro-
geno liquido, dentro de una cgja de
tecnopor de 25 x 20 x 15 cm (largo x a+
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cho x dto, respectivamente). Se tapd
completamente y se lo mantuvo por 10
min para que € vapor del nitrégeno li-
quido enfriaray congelaralas pgillasde
semen. Luego, las pgjillas se sumergie-
ron en € nitrégeno liquido y se amace-
naron en las canastillas del tanque
criogénico.

- Congelacion de semen en pellets

Se forjaron hoyuelos con capacidad de
0.25 ml en la superficie dd blogue de
hielo seco (CO, sdlido). Se colocd 0.25
ml de semen equilibrado (5°C), encada
agujero, manteniéndolo por dos minutos,
permitiendo que ocurra la congelacion
del semen. Los pellets resultantes se
colocaron en las canadtillas del tanque
criogénico y se introdujeron en € nitré-
geno liquido.

Evaluacion de Viabilidad Espermética

La evaluacion de la viabilidad
espermatica post descongelacion se realizo
a dia sguiente ddl proceso, lacua seinicié
retirando € pellet del tanque criogénico y
colocandolo dentro de un tubo de vidrio es-
téril y seco ubicado en una gradilla en bafio
de aguaa 38 °C por 60 s, hasta que cambia-
se de estado sdlido aliquido. Luego, setras-
lad6 la muestra a bafio mariaa 35 °C, mien-
tras se redlizaba la evaluacion.

Laviabilidad espermética post-descon-
gelacion se evalud por triplicado mediante
los parametros de motilidad individua pro-
gresivay porcentgje de espermatozoides vi-
vos. Lamotilidad se evalué en microscopio
a 100x colocando una muestra de semen
descongelado encimadel portaobjetosy cu-
bierto con una ldmina. Los resultados se
cuantificaron en porcentaje de esperma-
tozoides métiles y con movimiento progresi-
vo. El porcentgje de espermatozoides vivos
se determind con la técnica de tincion de
eosinay nigrosina. Ladiferenciade color de
la cabeza del espermatozoide indico la pre-
senciade espermatozoides muertos (tefiidos
de rosado) o vivos (transparentes).
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Andlisis Estadistico

Los parametros de motilidad individua
progresivay porcentaje de espermatozoides
vivos, fueron analizados estadisticamente
mediante |a prueba de chi-cuadrado a un ni-
vel designificancia de ? =0.05 para determi-
nar las diferencias entre los dos métodos de
congelacion.

ResuLTADOS Y Discusion

La fraccion espermética tuvo un volu-
men de 140 + 31 ml, la concentracion
esperméticafue de 352 + 93 millonesml y la
motilidad individud progresiva de 80 + 2%.
Ademés, los resultados de motilidad indivi-
dual evaluados durante € procesamiento del
semen mostraron una reduccion paulating,
pero no marcada, siendo las motilidadesindi-
viduales de 80, 77 y 74% en la evauacion
inicid, después de centrifugar y previaala
congelacion, respectivamente.

Lamoetilidad individua progresivay por-
centaje de espermatozoides vivos de semen
descongelado fue similar en los dos métodos
de congelacion (Cuadro 1).

Se han descritos diversos efectos ne-
gativos de la congelacion sobre las caracte-
rigticasfisiol 6gicas delos espermatozoides de
verraco, tales como baja reduccion en la
motilidad, dafio acrosomal y reducida capadci-
dad fecundante (Watsony Plumer, 1985; Holt,
1997; Johnson et al., 2000; Peldez et al.,

2002). Enlamayoriadelos casos, lamoetilidad
de los espermatozoides de verraco después
delacongelacion y descongel acién es menor
a 50% y su capacidad fecundante fluctia
entre e 35 al 40% (Watson, 1996).

En e presente trabajo, e método de
congelacion en pgjillas de 0.5 ml (34.5%) o
pellets (40.1%) no afectd la motilidad indivi-
dua espermética. Moatilidades smilares en
pajillas fueron encontradas por Cérdovarlz-
quierdo et al. (2004); sin embargo, Pursel y
Johnson (1975) reportaron una motilidad su-
perior para semen congelado en pellets (40
a 50%) versus pgjillas (20 a 40%), sugirien-
do que los métodos de congelacion influyen
en las respuestas de viabilidad espermética.

Las diferencias entre los valores de
motilidad individual con € porcentgje de
espermatozoides vivos podria deberse a que,
en € primer caso, la evaluacion tiene un ca
racter subjetivo por parte del evaluador.
Sdishury et al. (1978) indicaquelasubjetivi-
dad del examen de motilidad esperméticade
semen descongelado hace que muchas ve-
ceslacorrelacion con lafertilidad seabgja, a
pesar de que se trata de un pardmetro am-
pliamente utilizado en los centros de insemi-
nacién. Por otro lado, |as pruebas de tincion
(eosna-nigrosing) producen informacién con-
cerniente a la integridad de membrana
espermética de la cabeza, dando mayor in-
formacién delaviabilidad espermética (Chan
et al., 1991). Guthriey Welch (2005) repor-
tan estas mismas diferencias a congelar se-
men de verraco con dilutor BTS 25.8% de
motilidad individua y 44.2% espermatozoides
Vivos.

Cuadro 1. Viabilidad espermética de semen porcino criopreservado en hielo seco (pellets)

y nitrégeno liquido (pgjillas)

Motilidad individual

Espermatozoides vivos

M étodos de congelacion No

> fle congead (%) (%)
Pgjillade 0.5 ml 6 345+ 572 407 + 5.6
Pl lets de 0.25 ml 6 40.1+55% 488 + 4.9°

b | etras diferentes dentro de columnas indican diferencias significativas (p<0.05)
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CONCLUSIONES

Se obtuvo buenas tasas de viabilidad

espermaticaen lacriopreservacion de semen
de verraco mediante la.congelacion en pellets
y en pgillas.
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