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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue el estudio de la
posibilidad de criopreservar semen de verracos
de la raza porcina autéctona Gochu Astur-Celta,
que en la actualidad se encuentra en peligro de
extincion, como herramienta en los planes de
recuperacion de la raza. Las dosis seminales
obtenidas a partir de los eyaculados recogidos
fueron envasadas, sometidas a congelacion y
posteriormente almacenadas en nitrégeno liquido,
analizandose los siguientes parametros: motilidad
y calidad del movimiento, integridad funcional de la
membrana, morfologiay estado del acrosoma. Los
resultados obtenidos muestran que es necesario
seguir trabajando en la mejora de la calidad del
semen congelado-descongelado para que esta
técnica pueda contribuir a la conservacion de la
biodiversidad.

SUMMARY

The use of sperm cryoconservation technique
could help to the preservation of genetic material
for long term. This work was carried out in order
to develop preliminary studies regarding boar
sperm cryopreservation in the autochthonous
endagered pig breed Gochu Astur-Celta. The
seminal doses obtained from ejaculates of these
boars, were cryopreserved and then stored in
liquid nitrogen. Semen analysis were carried out
on every sample, and the parameters studied
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were: sperm motility, movement quality, normal
apical ridge (NAR), morphology and functional
membrane integrity (hyposmotic swelling test).
The results showed that further studies are needed
to improve the quality of frozen-thawed sperm to
make this technique a useful tool in the field of
biodiversity preservation.

INTRODUCCION

La conservacion ex situ es considerada
como unaactividad esencial y complemen-
taria a la conservacidn in situ de los recur-
s0s genéticos de animales de granja (FAO,
1988; ERPF, 2003). Desde el Servicio Re-
gional de Investigacion y Desarrollo
Agroalimentario (SERIDA), se ha venido
trabajando en la conservacion de recursos
genéticos de las razas autoctonas, siendo el
objetivo de este trabajo la puesta a punto de
las técnicas para la obtencion y congela-
cion de semen del Gochu Astur-Celta, ya
que el semen criopreservado es una exce-
lente manerade almacenar material genético
valioso (Johnson et al., 2000).

MATERIALY METODOS

Los machos donantes (7-24 meses de
edad) fueron seleccionados por motivos
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genéticosy morfoldgicos por la Asociacion
de Criadores entre los animales del ntcleo
de multiplicacién. Los eyaculados (N=109)
de los 6 verracos objeto de estudio fueron
recogidos dos dias por semana mediante
mano enguantada (Hernandez, 1976), dilui-
dos (1:1, vol/vol) en Beltsville Thawing
Solution (BTS) y se evaluaron las caracte-
risticas seminales convencionales. El volu-
men se determind en una probeta graduada
y la concentracion espermatica mediante
un espectrofotometro (Acuccell, IMV
Technologies, Francia); el porcentaje de
espermatozoides moéviles se evalué de ma-
nerasubjetiva (microscopio de contraste de
fases, 200X) y objetiva (método compu-
terizado de andlisis de imagen) enuna platina
a 39°C entre un porta'y un cubre a la misma
temperaturay lacalidad del movimiento en
unaescaladeOab5 (Oausenciade movimien-
to y 5 movimiento rapido, progresivo y li-
neal; Martin-Rilloetal., 1996). Lamorfolo-
giaespermaticay del acrosoma se determi-
ndé en muestras himedas fijadas con
glutaraldehidoal 2 p. 100 que se observaron
en el microscopio dptico de contraste de
fasesa400xy 1000x aumentos en inmersion,
respectivamente (Pursel y Johnson, 1975).
Seevaluaronuntotal de 200 espermatozoides
por preparacion. Laintegridad funcional de
la membrana plasmatica se determin6 me-
diante el test de endésmosis, sometiendo a
los espermatozoides a una solucion hipos-
motica y evaluando en 200 de ellos el por-
centaje de colas enrolladas (enddsmosis
positiva, membrana funcional).

Para la criopreservacion de dosis
seminales se descendio la temperatura del

semena 17°Cy se centrifugo, eliminandoel
sobrenadante. Se le afiadid el medio de dilu-
cion LEY (abase de yemade huevo, lactosa
y antibidticos) y se enfrié a5°C (0,1°C/min),
adicionando entonces el diluyente de con-
gelacion LEYGO (LEY con 9% degliceroly
1,5% de Equex Stem®). El semen se envaso
en pajuelas de 0,5 ml con 500 millones de
espermatozoides por dosis, que fueron con-
geladas en vapores de nitrogeno y sumergi-
das en nitrégeno liquido, donde quedaron
almacenadas. Para su evaluacion postdes-
congelacion, dos dosis por lote se sumer-
gieron en un bafio a50°C durante 12 segun-
dos (Thilmant, 1998).

RESULTADOSY DISCUSION

Elentrenamiento de los verracos para la
obtencidn de semen con destino al BRZ
tuvo un 87,5% de éxito (se consiguio recu-
perar semen de 6 de los 7 verracos cedidos);
serecogio semenen 122 sesionesde las 153
sesiones totales (cerca del 80% de éxito en
la recogida), procesandose para su conge-
lacion el 86% de los eyaculados obtenidos.

Enlatabla I se recogen los valores me-
dios y el error estandar de los diferentes
pardmetros seminales estudiados. Los va-
lores obtenidos no difieren de los que otros
autores encontraron para los verracos de
raza Chato Murciano (Peinado etal., 1998a
yb) e Ibérico (Pérez-Marcosetal., 1987). La
motilidad postdescongelacion esta proxima
al 33p.100, muy inferior alos valores medios
de semen fresco. Sinembargo, la calidad del
movimiento se mantenia en unos niveles
aceptables (entre 3 y 4), lo que indica que

Tabla I. Caracteristicas seminales de los eyaculados obtenidos de 6 verracos de raza Gochu
Astur-Celta. (Sperm quality parameters of ejaculates obtained from 7 Gochu Astur-Celta boars).

Volumen (ml) 82,54+4,02 Anomalias cabeza (%) 1,22+0,11
Concentracion (10%spz/ml) 560,71+22,45 Gota citoplasmatica (%) 2,8+0,4
Motilidad total fresco (%) 85+1,02 Anomalias tracto intermedio (%) 0,64+0,09
Motilidad total postdescongelacion (%) 32,76+1,39 Anomalias cola 2,81+0,29
End6smosis (%) 89,10+0,66 Acrosomas normales (%) 98,94+0,22
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aunque el proceso de congelacién dafiaaun
numero considerable de células espermati-
cas, las que consiguen sobrevivir mantie-
nenunafuncionalidad similaraladel semen
fresco (Gadea, 1997).

La produccién de espermatozoides y su
respuesta a la criopreservacion en la espe-
cie porcinaes muy variable, debiendo cono-
cerse los factores extrinsecos e intrinsecos
al individuo que afectan dichavariabilidad,
para poder mejorar la eficiencia productiva
del semen conservado (Hern&ndez, 2007).
Latécnica de congelacién basada en el uso
de yema de huevo y glicerol como agentes
crioprotectores descrita por Westendorf et
al. (1975), a los que se afiade una elevada
concentracion de azlcares y un agente de-
tergente (Orvus et paste), sigue siendo la
mas utilizada (Gadea, 2003) y los cambios
introducidos en los protocolos de congela-
cionno lo han modificado sustancialmente.

BIBLIOGRAFIA

Delgado, J.V., Cabello, A., Sereno, J.R.B., Barba,
C.y Sereno, F.P.S. 2000. Programa de conser-
vacion ex situ de las variedades de cerdo
ibéricode laprovinciade Cordoba. Arch. Zootec.,
50: 139-144.

ERFP. 2003. Guidelines for the constitution of
animal cryopreservation programmes for farm
animals. In: Hiemstra S.J. (Ed.). European Regio-
nal Pointon Animal Genetic Resources. Holanda.

Gadea, J. 1997. Prediccion de la fertilidad in vivo
de los eyaculados de verraco mediante
parametros rutinarios de contrastacion seminal,
pruebas bioquimicas y el test homdlogo de
penetracion in vitro. Tesis doctoral Universidad
de Murcia.

Gadea, J. 2003. Los diluyentes en la inseminacion
artificial porcina. Revision. Spanish J. Agric.
Res., 1: 17-27.

Hernandez, J.J. 1976. Estudio comparativo entre
la vagina artificial y mano enguantada para
recoleccion de semen porcino. Rev. Cubana
Reprod. Anim., 2: 65-70.

Hernandez, M. 2007. Criopreservacion esperma-
tica en la especie porcina. Variabilidad indivi-

Las posibilidades de congelacion de
semen porcino permite disponer de gametos
conservados durante largos periodos de
tiempo y el maximo aprovechamiento de
estos animales de alto valor genético, sien-
do usadaen los programas de conservacion
ex situcon éxito (Delgadoetal., 2000; Poto
et al., 2000). Los resultados obtenidos en
este trabajo indican la posibilidad de que el
semen del Gochu Astur-Celta pueda sobre-
vivir la congelacién y descongelacion con
suficiente calidad para ser usado en conser-
vaciény mejora genética, siendo necesaria
larealizacion de estudios complementarios.

AGRADECIMIENTOS

Este trabajo se ha desarrollado en cola-
boracion con la Asociacién de Criadores
del Gochu Astur-Celta y financiado por la
Consejeriade Medio Rural y Pescadel Prin-
cipado de Asturiasy FEDER.

dual. Tesis doctoral. Universidad de Murcia.

Johnson, L.A., Weitze, K.F., Fiser, P. and Maxwell,
W.M.C. 2000. Storage of boar semen. Anim.
Reprod. Sci., 62: 143-172.

Martin-Rillo, S., Martinez, E., Garcia-Artiga, C. and
De Alba, C. 1996. Boar semen evaluation in
practice. Reprod. Domest. Anim., 35: 519-526.

FAO. 1998. Segundo documento de lineas direc-
trices para la elaboracion de planes nacionales
de gestion de los recursos genéticos de anima-
les de granja. Gestion de pequefias poblacio-
nes en peligro. FAO. Roma.

Peinado, B., Poto, A., Gadea, J. y Ruiz, S. 1998a.
Estudios preliminares de la criopreservacion de
espermatozoides porcinos de raza Chato Mur-
ciano. Arch. Zootec., 47: 305-310.

Peinado, B., Poto, A., Lobera, J.B., Martin, J. y
Fernandez, A. 1998b. Calidad seminal de los
eyaculados de verraco de raza Chato Murcia-
no. Arch. Zootec., 47: 311-317.

Pérez-Marcos, C., Martin Rillo, S., Sebastian, J.J.
y Sanchez, R. 1987. Efecto de las distintas
fracciones de esperma sobre la conservacion
de semen refrigerado en verracos de raza

Archivos de zootecnia vol. 60, num. 231, p. 367.



TAMARGO, RODRIGUEZ, FERNANDEZ, MERINO, REYES, BENITO E HIDALGO

Ibérica. Med. Vet., 4: 605-610.

Poto, A., Peinado, B., Barba, C. y Delgado, J.V.
2000. Congelacién de semen porcino de razas
autoctonas en peligro de extincion. Influencia
de la metodologia en bancos de germoplasma
para pequefias poblaciones. Arch. Zootec., 49:
493-496.

Pursel, V.G.and Johnson, L.A. 1975. Glutaraldehy-
de fixation of boar spermatozoa for acrosome

evaluation. Theriogenology, 1: 63-68.

Thilmant, T. 1998. Cryopreservation of boar se-
men in 0,5 ml french straws. 10" Meeting of A.l.
Bruges. Belgium. pp. 1-15.

Westendorf, P., Ritcher, L. and Treu, H. 1975.
Deep freezing of boar semen. Insemination
experiments using the Hulserberger pailleten
technique. Dtsch. Tieraztl. Wochenschr., 82:
261-300.

Archivos de zootecnia vol. 60, nam. 231, p. 368.



