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INTRODUCCION

Uno de los retos actuales de la [LA. porcina es la utilizacion de semen
congelado a nivel industrial, que en estos momentos, debido a su alto coste, solo se
emplea a nivel experimental (3). Aunque ya hay autores que indican que se pueden
conseguir resultados similares a los obtenidos con dosis en fresco (15°C)(7). Uno de
los obstaculos a salvar es el elevado nimero de espermatozoides con acrosoma
lesionado que causa la congelacion, debido a que esta es la region mas sensible de
la célula y el primer lugar donde el frio produce dafos (19). Las lesiones sufridas se
derivan tanto del enfriamiento, congelacion y descongelacion (13), como del tiempo
de almacenamiento de las dosis (20). Por lo que la temperatura de descongelacién
es un parametro crucial (18, 5).

La temperatura de conservacion empleada ha sido tradicionalmente —196°C,
utilizando el nitrogeno liquido por sus ventajas economicas y de manejo de las
muestras, tanto en laboratorio como en campo, asi como su alto grado de
efectividad en otras especies (14,2). No obstante el empleo de -80°C como
alternativa al nitrégeno fiquido ya se apuntaba como no descartable desde hace
mucho tiempo (15, 11).

Distintos autores muestran que el deterioro del espermatozoide se produce en
gran medida durante la descongelacion (4, 3) siendo el acrosoma la region mas
sensible de la célula y el primer lugar por donde el frio produce lesiones, (19). El
animo del presente estudio es evaluar la influencia del tiempo de conservacién y
temperatura de descongelacion sobre la movilidad y la acrosomia en muestras
seminales porcinas de baja calidad inicial (15°C).

MATERIAL Y METODOS

En el presente trabajo se han estudiado 15 muestras de semen heterospérmico
procedentes de verracos, aleatoriamente elegidos, de genética PIC 411, con una
edad entre 8 y 28 meses, testados peridodicamente y alojados en condiciones
estandar en un centro de |.A.

Las muestras de semen venian presentada en blister de 80 ml, almacenandose
en un frigorifico entre 15-18°C. El trabajo comenzaba a las 24 horas de la produccion
de las dosis, observandose la movilidad y calidad del movimiento. Posteriormente se
centrifugaban a 1500 r.p.m. durante 10 minutos, eliminando el sobrenadante y
guedando un sedimento de células espermaticas (pellet), de un volumen aproximado
de 2,5 mi. Al pellet se le agregaban 2,5 ml de diluyente L-Y, (lactosa, 11%, yema de
huevo, 20%) agitando suavemente con el fin de conseguir una solucion homogénea.
Después se bajaba la temperatura de 15°C a 5°C en 1,5 horas. Una vez alcanzada
la temperatura de 5°C se anadian 5 ml de crioprotector L-Y-G-OEP, (lactosa-yema,
95%; glicerol, 4%, OEP, 1%), agitando suavemente para homogeneizar.
Posteriormente se envasaban las dosis en pajuelas plasticas de 0,5 ml las cuales se
sometian a congelacion en vapores de nitrégeno, momento en el que se procedia a
la introducirlas en el congelador de -80°C donde se conservaban.

La descongelacion se realizo en intervalos de tiempo comprendidos entre 3, 10
y 30 dias. Se emplearon 3 temperaturas y 3 tiempos distintos de descongelacion; a
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22°C, y 40 segundos; a 42°C y 20 segundos; a 50°C y 10 segundos. Para el estudio
de la movilidad masal y de la acrosomia se ha seguido la técnica descrita por
Sanchez (1991).

El estudio estadistico se ha realizado mediante un glm con el programa
estadistico SAS.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se muestran los resultados de la movilidad tras descongelar las
muestras. En elila vemos que la mayor movilidad se produce a temperaturas de
descongelacion de 42°C (25,1% + 1,2), comparando estos valores con 22°C (21,4%
+ 1.3), y con 50°C (23,8% % 1,5), siendo estos porcentajes menores al 50%
conseguido por Hofmo y Almlid, (1991) y Watson, (1995). Aunque hay que tener en
cuenta que nuestro material de partida era semen de baja calidad, con una
movilidad, a 15°C, del 70%. En cuanto a la relacion entre movilidad y tiempo de
almacenamiento, la tendencia observada es que existe una relacion inversa entre
ambos sistemas, aunque sin significacion estadistica. Esto difiere de lo hallado por
Kojima et al., (1971), que indica que a partir de una hora de conservacion se
equipara la movilidad postcongelacion con la movilidad en fresco (15°C).

En la Tabla 2 se observa como el mayor niumero de acrosomas normales
(NAR) se obtienen para las temperaturas de descongelacion de 42°C y 50°C (32,6%
+ 1,8), no apareciendo diferencias significativas entre estos dos resultados. Diversos
autores cansiguieron un valor de NAR superior al hallado en este estudio, (12, 8,
21), en el que hemos empleado dosis esperméaticas de baja calidad a 15°C, con un
NAR del 80%. La temperatura de descongelacion de 22°C ha resultado ser la peor
de las tres. La relacién entre NAR y tiempo de almacenamiento es similar a la
hallada para la movilidad, obteniéndose el mejor para el dia 3 de almacenamiento. Al
desaparecer las diferencias estadisticas entre el dia 10 y 30, se puede deducir que
las lesiones se producen entre los dias 3 y 10 de conservacion, afectando a los
acrosomas mas sensibles a la congelacion. Esta tendencia no ha sido hallada por
otros autores a —196°C, (1,10). Lo que parece indicar que la temperatura de —80°C
es Unicamente aconsejable para mantenimiento de dosis a corto plazo.

La temperatura de descongelacion influye marcadamente en el resultado del
proceso, ademas, comparando con lo hallado por nosotros, trabajando con semen
de alta calidad (6), vemos que la calidad de la muestra de partida influye en los
resultados de la congelacion, al producirse un porcentaje mas elevado de lesiones.
Por otro lado indicar que la conservaciéon de dosis a —80°C es una posible solucion
para el almacenamiento de dosis en centros de inseminacion durante cortos
periodos de tiempo.

Es necesario realizar mas investigacion en este campo, estudiando mas
animales asi como realizando inseminaciones, con el fin de ver la viabilidad “in vivo”
de estas muestras.
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Tabla 1 : Valores medios de movilidad, de los cruces y globales, de cada nivel de
los factores, Tiempo de conservacion y T2 de descongelacion (media + SEM) para

muestras conservadas a — 80 °C.
r T

- 22°C 42°C 500 |
" 3Dias | 315£24 | 356£30 35.6+3.4 342517° Q’
10 Dias 27.0£20 | 29.7+25 31.3+24 29.3+1.3° ]j,
30 Dias 26.1+23 | 326+27 30.8+2.3 29.8 +1.4° E
,,;:u”;H%£2&2113b 32.6 + 1.6 32.6 1.6

Tabla 2 : Valores medios de NAR, de los cruces y globales, de cada nivel de los
factores, Tiempo de conservacion y T? de descongelacién (media + SEM) para

muestras conservadas a — 80 °C.
Medias globales seguidas de letras distintas son estadisticamente diferentes, a.b, (p<0.05).
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