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Resumen. Se valoro la capacidad fecundante
in vitro de los espermatozoides de verraco
congelados en pajillas de 0.5y 5 ml. Los
mejores resultados de fecundacion in vitro
(FIvV) monospérmica se obtuvieron con los
espermatozoides congelados-descongelados
en pajillas de 5 ml. Sin embargo, no se
encontré diferencia (P>0.05) entre los dos
tipos de envases utilizados en cuanto a los
porcentajes de polispermia y penetracion.
Estos resultados son prometedores para el
uso futuro del semen de verraco congelado-
descongelado en la inseminacion artificial.
Palabras clave: semen, verraco,

congelacion, capacidad de fecundacion invitro.

José Pérez Gutiérrez** y Santiago Martin Rillo**t

Freezing of Boar Semen in Two Types of
Straw, and Sperm In Vitro Fertilizing
Capacity

Abstract. The in vitro fertilizing capacity of
frozen sperm in 0.5 and 5 ml straws was
assessed. The best results for monospermic
in vitro fertilizing were obtained from
frozen-thawed sperm in 5 ml straws.
However, no difference was seen between
the two types of containers, regarding the
polyspermy and penetration percentages.
This are promising results for future usage
of frozen-thawed boar semen in artificial
insemination.

Key words: semen, boar, freezing, in vitro
fertilizing capacity.

Introduccion

La utilizacion préactica de semen congelado de verraco es
aun reducida (Cordova, 2002; Peldez et al., 2002a; Cordova
et al., 2004). Su uso se ha limitado principalmente por la
baja supervivencia espermatica (30-40%) y a una fertilidad
menor, comparadas con lo que se ha obtenido con la utili-
zacion de semen fresco (Gilmore et al., 1998; Pelaez et al.,
2002a).

Con la congelacion del semen de verraco podria dispo-
nerse de mejores opciones para el mejoramiento del mane-
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jo reproductivo en la especie porcina. La tecnologia de la
congelacion del semen de verraco representa una alternati-
va, entre cuyas cualidades se encuentran: a) establecimien-
to de bancos de semen congelado de razas o lineas con
caracteristicas zootécnicas de importancia econémica, que
garanticen la disponibilidad de material germinal en el mo-
mento que se requiera, b) disponer de material germinal de
machos probados genéticamente, aun cuando el animal ya
no exista, ¢) superar ciertas restricciones intencionales de
transporte de animales vivos, por el problema de transmi-
sion de enfermedades, y d) superar las limitantes de tiempo
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de viabilidad del semen fresco diluido (Pelaez ¢t al., 2002b;
Roca et al., 2002).

Se han realizado muchos intentos para entender y evitar
las condiciones perjudiciales potenciales durante la
criopreservacién reduciendo la cantidad total de hielo for-
mado o evitando su formacién. Una hipétesis implicita es
que las condiciones que conducen a la formacion de hielo
en el interior de la célula es inevitablemente letal; por lo
tanto, la congelacion exitosa debe evitar esas condiciones.
Esto ha resultado de la falta de informacidn sobre los me-
canismos por los cuales se forma hielo en las células vivas
y la naturaleza de su dafio (Muldrew y McGann, 1990;
Cérdova et al., 2002; Peléez et al., 2002c).

La forma de almacenamiento de los espermatozoides en
congelacion se conoce como geometria de congelacion. Se
cree que influye en la transferencia de la temperatura y la
viabilidad espermatica durante el proceso de congelacion-
descongelacion (Weitze et al., 1988; Peldez et al., 2002c).
Las pajillas mas utilizadas son las de 5 ml; sin embargo,
presentan cierto problema criobioldgico, tales como la ve-
locidad de enfriamiento y descongelacion, las cuales pue-
den variar a través de la pajilla misma, entre la parte
periférica y central (Bwanga, 1990; Hofmo y Amlid, 1991;
Peléez et al., 2002c).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la
congelacién-descongelacion del semen de verraco en pajillas
de 0.5y 5 ml sobre la capacidad de fecundacion in vitro
(FIv) de los espermatozoides.

1. Material y métodos

Todos los medios utilizados en la capacitacion, maduracion
in vitro de los ovocitos y Fiv fueron obtenidos de Sigma
Chemical Co., St, Louis, Missouri. El semen se extrajo de
tres machos diferentes. Solamente se consideraron mues-
tras de eyaculados con motilidad en fresco mayores de 80%
y 4 de calidad en el movimiento, y 80% de integridad
acrosomal (NAR).

Las variables de estudio se evaluaron por triplicado con
el siguiente procedimiento:

1.1. Andlisis del semen

El semen fue evaluado inmediatamente después de la reco-
leccion del eyaculado. El volumen se midi6 con una probeta
graduada en ml. La motilidad se analiz6 colocando una gota
de la muestra sobre un portaobjetos previamente calentado
en una platina térmica, cuya temperatura fue de 42°c con
un cubreobjeto, y se observé al microscopio a 20 y 40x. Los
resultados se expresaron en porcentaje, de 0 a 100.

La concentracion de espermatozoides/ml se analiz6 con
una camara de Birker segin el método mencionado por
Martin Rillo (1989); para ello se tom6 una muestra de se-
men de 1 mly se diluy6 en 100 ml de una solucién formolada
al 3%.

El porcentaje de acrosomas normales (NAR), se analizd
mediante la técnica indicada por Martin Rillo et al. (1996).
En una gota de semen diluido en 1 ml de solucion de citrato
de formol al 3%, los espermatozoides fueron observados
al microscopio con el objetivo de inmersién, 100X, se ana-
lizaron 100 espermatozoides por muestra. Solamente se
utilizaron las muestras cuya motilidad en fresco fue mayor
a 80% y 70-80% de NAR.

1.2. Calidad de movimiento espermatico

La calidad del movimiento espermatico fue evaluado se-
gun la escala siguiente:

0. No se observa ninglin movimiento espermatico.

1. Existe movimiento pero no es progresivo.

2. Movimientos progresivos en un nimero bajo de
espermatozoides y el resto con 3 movimientos anormales.
3. Movimientos progresivos.

4. Movimientos progresivos y rapidos.

5. Movimientos muy rapidos.

1.3. Congelacion del semen

La congelacién del semen se realizd con base en el méto-
do descrito por Westendorfet al. (1975), en pajillas de 0.5
y 5 ml.

1.4. Descongelacion del semen

Las pajilas de 0.5 se descongelaron en bafio Maria a 42°c
durante 12 segundos, y las de 5 ml a 50°c durante 40
segundos. Después de la descongelacion, se analizé la
motilidad y NAR.

1.5. Capacitacion in vitro de los espermatozoides

La capacitacion espermatica se realizé en medio de capaci-
tacion in vitro TALP-hepes (Cordova et al., 1997). El semen
fue centrifugado a 500g durante 10 minutos para retirar el
plasma seminal en el fresco y los componentes de congela-
cion en el descongelado. Los espermatozoides procedentes
de semen fresco y descongelado se capacitaronen 2.5y 1.5
horas respectivamente.

1.6. Transporte de ovarios y obtencion de ovocitos

Los ovarios para la obtencion de ovocitos se transporta-
ron al laboratorio en un termo con 200 ml de suero fisio-
I6gico estéril a una temperatura de 35°c (Abeydeera y
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Day, 1997a y b) con 50 mg/m de
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Medias y errores estandar de las variables estudiadas.

sulfato de gentamicina (Cérdovacet al,,

1997) en un tiempo de 1 a 1.5 hora.
Los ovarios fueron lavados dos veces
con suero fisioldgico estéril. Los ovo-

Variable N Semen fresco Semen descong. 0.5 ml Semen descong. 5 ml
Monospermia 9 80.68 + 0.72* 66.89 + 0.90° 69.33 + 0.56°
Polispermia 9 11.51 £ 0.422 10.49 + 0.34a,° 9.74 £ 0.33°
Penetracion 9 92.19 £ 0.73° 77.38 £0.917 79.07 £ 0.702

citos fueron recolectados de foliculos

de 3-6 mm de diametro por aspira- L®20%)

b | os valores dentro de la misma fila con la misma letra significa que no existe diferencia significativa

cion, mediante una jeringa estéril de 5

ml y una aguja de 18cx de acuerdo con Kaet al. (1997).
El liquido folicular se deposit6 en tubos de centrifuga de
punta cénica y se dej6 en reposo durante 10 minutos,
se retird el sobrenadante con pipeta Pasteur y el paque-
te de ovocitos se resuspendié en medio Tcm 199. La
suspension de ovocitos se colocd en caja de petri y se
observé al microscopio estereoscOpico para su reco-
leccién y seleccidn. Se colocaron en placas estériles de
cuatro pocillos para lavarlos, en gotas de 250 ml medio
Tcm 199.

1.7. Maduracién in vitro de los ovocitos

Los ovocitos seleccionados se colocaron en placas estériles
de cuatro pocillos con 100 ml de medio TcM-199 enrique-
cido con 2 ui/ml de pergonal (FSH y LH, Serono México) y
1 m de b-estradiol a 38° en condiciones de humedad y 5%
de CO, durante 44 horas.

1.8. Fecundacion in vitro

Los ovacitos libres de células del cimulo se depositaron en
placas estériles de cuatro pocillos con gotas de 100 m de
medio TCN-199 enriquecido con 10% de suero fetal bovi-
no inactivado, 1mg/ml de glucosa, 0.25mM de piruvato de
sodio, 10rmg/ml de gentamicina y 1ny/ml de b-estradiol ajus-
tado a una presion osmética de 280 a 290 mOsm/kg,
inmersos en aceite mineral. Se incubaron a 38°C en condi-
ciones de humedad y 5% de CO,. Posteriormente, se
coincubaron con los espermatozoides a una concentracion
de 5 x 10* espermatozoides/ml, se colocaron de 30-40
ovocitos por placa (Cérdova et al., 1997) durante 12 horas
(Abeydeera y Day, 1997ay b).

1.9. Fijacién y tincion de los ovocitos

Los ovocitos fueron fijados en metanol y acido acétrico a la
proprocion de 3:1 durante 24 horas (Abeydeera y Day,
1997ay b).

1.10. Valoracion de la fecundacion in vitro

Los ovocitos fueron tefiidos con orceina acética al 2% y se
evaluaron monospérmicos, plispérmicos y penetrados, con-
siderando la formacion de proncleo.
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1.11. Andlisis estadistico

Los datos fueron tratados mediante andlisis de varianza
para medidas repetidas y test de comparaciones multiples,
con el uso del software sas (sistema de andlisis estadistico)
(sas/STAT, 1997). Se considero diferencia significativa para
una probabilidad p<0.05. Para preservar el nivel de signi-
ficacion general en los tests de comparaciones multiples,
se penalizo el nivel de significacion de cada test individual
dividiéndolo por el nimero de comparaciones realizadas.

2. Resultados

El cuadro 1 presenta los resultados obtenidos de monos-
permia (FIv), polispermia y penetracion.

3. Discusion

En este trabajo se aprecia el efecto de la congelacion del
semen de verraco en pajillas de 0.5 y 5 ml sobre la capaci-
dad de FIv de los espermatozoides, donde la penetracion
espermatica, la polispermia, la motilidad y NAR se reducen
de igual manera. Sin embargo, se afectan mas los porcenta-
jes de monospermia con semen procedente de pajillas de
0.5 ml.

Por otro lado, se observa que el semen congelado en pajillas
de 5 ml afecta menos las caracteristicas de FIv de los
espermatozoides que el almacenado en pajillas de 0.5 ml,
datos que concuerdan con los reportados por Torreta ¢t al.
(1996).

En afios recientes, se ha indagado la posibilidad de conge-
lar el semen de verraco en bolsas de plastico de pared del-
gada con volumen de 5 ml, lo cual pretende superar los
problemas criobioldgicos y practicos existentes con los en-
vases hasta la fecha utilizados (Rodriguez Martinez et al.,
1996; Peldez et al., 2002a). No obstante, aunque su uso
puede ser factible, todavia presentan problemas de almace-
namiento y descongelacion.

Los mejores resultados de FIv monospérmica se obtu-
vieron con los espermatozoides congelados-desconge-
lados en pajillas de 5 ml. Estos datos contrastan con los
obtenidos por Rodriguez Martinez et al. (1996), quienes
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indicaron que los volimenes mas pequefios son mejo-
res en cuanto a la supervivencia de los espermatozoides
descongelados. Sin embargo, en este trabajo no se encon-
tré diferencia entre los dos tipos de pajillas para polispermia

y penetracion.

Abeydeera, L. R.y B. N. Day

_ (1997a). “Fertilization and Subsequent
Devlopment in Vitro of Pig Oocytes Insemi-
nated in a Modified Tris-Buffered Medium
with Frozen-Thawed Ejaculated Spermato-
z0a”, Biol. Reprod. 57: 729-734.

_(1997Db). “In vitro Penetration of Pig
Oocytes in a Modified Tris-Buffered Me-
dium: Efect of Bsa, Caffeine and Calcium”,
Theriogenology. 48: 537-544.

Bwanga, C.O. (1990). Cryopreservation of Boar Se-
men. Studies on Freezing, Packaging and Fertilizing
Capacity. Tesis. Swedish University of Agri-
cultural Sciencies, Faculty of Veterinary
Medicine. Uppsala, Suecia.

Cordova, A.

__ _(2002). “Biotecnologia de la repro-
duccioén en la especie porcina: papel de la
criopreservacion espermatica”, Porci. Aula
Veterinaria. Monografia de actualidad. Tratado de
gando porcino. 72: 11-20.

____:).F.Pérez; B. Lleo; C. Garcia; A. Alvarez,
D. Volodymyr y S. Martin (2002). “In Vitro
Fertilizing Capacity and Chromatin Conden-
sation of Deep Frozen Boar Semen Pack-
aged in 0.5 and 5 ml Straws”, Theriogenology.57:
2119-2128.

;Y. Ducolomb; Y. Jiménez; E. Casas; E.
Bonillay M. Betancourt (1997). “In Vitro Fer-
tilizing Capacity of Frozen-Thawed Boar
Semen”, Theriogenology. 47: 1309-1317.

;) F. Pérezy S Martin (2004). “Fases
previas y postcongelacion del semen de
verraco en pajillas de 5 ml y capacidad

de fecundacién de los espermatozoides”,

274

En conclusion, los resultados obtenidos en este trabajo
de FIV monospérmica son prometedores para el uso futuro
la inseminacion artificial de la especie porcina con semen
congelado-descongelado en pajillas de 5 ml.
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