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INTRODUCCION

En los Ultimos afios se ha producido un gran avance en los sistemas de
congelacién de semen porcino lo que ha posibilitado el conseguir tasas de fertilidad
que permitirian su aplicaciéon en IA a nivel comercial (Eriksson et al., 2002; Seliés et
al., 2003). Sin embargo, aun son varias las limitaciones que impiden su total
implantacion, entre ellas, la mejor economia del semen refrigerado, la variacion en la
congelabilidad del semen entre verracos y el alto nimero de espermatozoides
necesarios por dosis (5x10° esp/dosis y 2 IA/celo) (Rodriguez-Martinez, 2001).

Una de las alternativas que se plantean para la reducciéon del numero de
espermatozoides por dosis es el uso de la |A intrauterina (IA-lU), mediante el empleo
de catéteres flexibles que permiten atravesar el canal cevical y realizar la deposicién
del semen cerca de la union utero-tubarica (Martinez et al., 2002; Wolken et al.,
2002) o a nivel del cuerpo uterino (Watson & Behan, 2002), usando concentraciones
espermaticas reducidas. Estos sistemas podrian emplearse en IA con semen
congelado y solventar asi una de sus limitaciones.

El objetivo de este trabajo fue llevar a cabo una experiencia de campo de A
con semen congelado, empleando deposicidon cervical e intrauterina profunda,
ensayandose en este ultimo caso, dos concentraciones espermaticas y dos
diferentes momentos de aplicacion de la dosis.

MATERIAL Y METODOS

Congelacién de semen

De entre los reproductores de la granja colaboradora, se selecciond un
verraco de fertilidad probada que previamente, habia sido sometido a pruebas de
congelabilidad, superando al menos el 50% de Vviabilidad espermatica
postdescongelacion. La fraccibn espermatica del eyaculado se recolectd
manualmente, sélo se procesaron para congelacién aquelios eyaculados que
presentaron al menos un 80% de espermatozoides morfolégicamente normales y por
encima de un 70% de motilidad. Se congelaron un total de 9 eyaculados.

El semen se congeld mediante el método descrito por Westendorf et al.
(1975), envasandose en pajuelas de 0.5 ml con una concentracion final de 1x10°
esp/ml, 3% de glicerol y 0.5% de Orvus et Paste. Las pajuelas después de selladas
fueron congeladas en un biocongelador programable (Icecube 1800, Minitub,
Alemania), con la siguiente curva de enfriamiento: 1°C/min desde 5°C a -4.5°C, 1
min de mantenimiento a -4.5°C y 30°C/min desde -4.5°C a -180°C (Ruiz et al., 2002).
Las pajuelas congeladas se mantuvieron almacenadas en nitrogeno liquido hasta su
descongelacion para su evaluacion in vitro o su uso en |A. La descongelacién se
realiz6 mediante la inmersién en agua circulante a 50°C durante 12 segundos,
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seguido de su redilucién en BTS a 37°C (Sellés et al., 2003). La evaluacién de la
calidad seminal en fresco y postdescongelacion se realiz6 mediante la valoracion de
los parametros de motilidad, motilidad progresiva (0-5), estado del acrosoma (NAR)
y la integridad de membrana mediante la tincién con eosina-nigrosina (EN) y los
fluorocromos diacetato de carboxifluoresceina e ioduro de propidio (DCF).

Inseminacion artificial

Tras la deteccion de celo mediante la presencia del verraco, se inseminaron
un total de 75 cerdas multiparas (2° a 5° parto) distribuidas en 4 grupos. 17 hembras
fueron inseminadas a las 8 y 24 h de deteccion del celo, con deposicién cervical de
semen (5x10° esp/dosis y 100 mi de volumen de dosis). En los restantes grupos se
empled la sonda Firflex® (Martinez et al., 2002) para la IA-1U. Los grupos 2°y 3° (n=
20) fueron inseminados (24 y 48 h) con 0.5x10° y 1x10° esp/dosis, respectivamente,
en un volumen total de 7.5 ml. El 4° grupo (n= 18) fue inseminado (8 y 24 h) con
1x10° esp/dosis y un volumen total de 7.5 ml. Los diagnésticos de gestacion se
realizaron por ultrasonografia transcutanea 24-28 dias post-IA. Se controlaron los
datos de retorno a estro, porcentaje de fertilidad y tamafo de camada. La
experiencia se realizé durante los meses de mayo a octubre.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de calidad seminal de los eyaculados procesados, en fresco y
postdescongelacion, se presentan en la tabla n°1. Todas las variables estudiadas se
vieron afectadas por el proceso de congelacidn que produjo una reduccion
significativa de los valores (p<0.001) salvo en la motilidad progresiva que fue
superior en el semen congelado. Este fendmeno podria estar relacionado con un
patrén de hipermotilidad similar al que presenta el espermatozoide capacitado
(Watson, 2000). La calidad seminal en fresco y potsdecongelaciéon fue homogénea
en los 9 eyaculados estudiados, s6lo se encontré un efecto del eyaculado para el
parametro de motilidad; esta variabilidad de la motilidad podria estar en relaciéon con
la subjetividad del proceso de evaluacion, que seria menos evidente para el resto de
parametros seminales. De igual modo, Thurston et al. (2002) no encuentran
variabilidad entre eyaculados en la calidad del semen descongelado, ya que los
sistemas automatizados (biocongeladores programables) permiten reducir al minimo
las diferencias entre eyaculados del mismo macho.

Tabla 1. Resultados de calidad seminal (media + SEM).

Semen Motilidad Motilidad NAR EN DCF
progresiva

Fresco 7556130 3.16+£0.08 95.0+0.67 86.33+2.19 8256+1.72
Congelado 62.07 +0.46 343 +0.03 59.51+0.63 69.62+0.78 57.06+2.71

Anova <0.001 0.003 <0.001 <0.001 <0.001

Los resultados de fertilidad y prolificidad obtenidos tras la |IA se expresan en la
tabla n°2. Las tasas de gestacion (porcentaje de hembras que no han retornado al
estro a los 24 dias post-lA) fueron significativamente menores a la |A cervical
cuando se utilizé 1A-IU a las 24-48 horas. Sin embargo, la tasa de partos inicamente
fue significativamente menor para el grupo de IA-IU con 0.5x10° esp/dosis. En todo
caso, se hace evidente un elevado numero de retornos al estro tardios que podrian
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estar en relacion con mortalidades embrionarias tempranas asociadas,
posiblemente, a las altas temperaturas a las que fueron sometidos estos animales
durante la época en la que tuvo lugar la experiencia (Tast et al., 2002). En cuanto al
tamafo de camada, aunque no se alcanzan diferencias significativas entre los
distintos grupos (debido a las limitaciones numéricas del ensayo) si podemos indicar
una tendencia al descenso de la prolificidad cuando el momento de la |A es tardio
(24-48 h).

Tabla n°2. Resuitados de fertilidad y prolificidad (media + SEM).

Protocolo IA 1A N° No retorno  Fertilidad LNV LNT
(esp/dosis) (h) cerdas 24 dias (%) (%)

Cervical 8-24 17 88.24 64.71 8.91 9.45
(5x 10°% + 8.05° £11.95¢ 2113 +1.21
U 24-48 20 35.00 10.00 7.50 7.50

(0.5 x 10%) +10.94° +6.88°  +1.50 +1.50
iU 24-48 20 45.00 30.00 6.50 6.67
(1x10°% +11.41° +10.51%®  +1.41 +1.33
U 8-24 18 66.67 27.78 8.60 9.00

(1 x 10% +11.43%®  $10.86®  +2.31 +1.95

Anova 0.0043 0.0035 06710 0.5314

Podemos concluir diciendo que se confirman las posibilidades del uso del
semen congelado para IA en condiciones comerciales (Ruiz et al., 2002; Sellés et
al., 2003) obteniendo una fertilidad en 1A cervical (5x10° esp/dosis) similar a la
conseguida con semen fresco con el mismo verraco y en la misma época del ensayo
(3x10° esp/dosis, N= 138, % Fert= 73.19%, p= 0.4346), aunque con reduccion del
tamaio de camada (LNV= 10.31).

En cuanto a la IA-IU, se trata de una técnica que ofrece unas amplias
posibilidades, como son la reduccion del nimero de espermatozoides y del volumen
de la dosis seminal (Rath et al., 2003). Sin embargo, para una total aplicacion de la
técnica a nivel practico es necesario estudiar con profundidad los requerimientos del
protocolo y adecuarlos a las condiciones de rutina de la explotaciéon. Deben tenerse
en cuenta entre otros, los siguientes factores: nimero minimo de espermatozoides
por dosis, momento éptimo de aplicacion de la dosis, deteccion adecuada del celo y
administracion de gonadotropinas para el control de la ovulacion (Roca et al., 2002).
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