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RESUMEN

Se desarrolld y establecio una técnica de congelamiento de semen porcino en pajillas y se evalud su capacidad fertilizante in
vitro (FIV). Los espermatozoides descongelados no perdieron sus caracteristicas de movilidad, capacitacién y FIV. El analisis
de la motilidad inmediatamente después del descongelamiento mostré un promedio de 50% contra el 80% de movilidad obscrvada
en las muestras de semen fresco. Después de 2.5 h, los espermatozoides descongelados presentaron una motilidad promedio de
60% y un promedio de capacitacion del 50.2%. utilizando a la reaccién acrosomal como un indice de ella. El promedio de FIV
con semen descongelado fue de 68% contra 85% con semen fresco y no se observo variabilidad considerable entre las muestras
de semen descongelado utilizadas. las cuales provenian de las razas Duroc, Hampshire. Landrace y Spolted. Los resultados
indican que la técnica de congelamiento y descogelamiento empleada es allamente reproducible y adecuada para aplicarse en
£

INTRODUCCION

El congelamiento y descongelamiento de material bioldgico, particularmente de células se ha llevado a cabo con éxito desde
1949 cuando Polge y col. reportaron por primera vez el poder crioprotector del glicerol (1) A parlir de entonces se han desrrollado
diversas técnicas usando glicerol y otros crioprotectores con ¢l fin de conservar una gran diversidad de material biolégico
como ovocilos, espermatozoides, embriones y células somaticas de diferentes tipos (2.3). En los centros de reproduccién
animal esta metodologia hace posible el 6ptimo aprovechamiento de los mejores animales reproductores, mediante la
conservacion de sus gametos para su uso posterior (4,5). La FIV en mamiferos a contribuido de manera importante al
conocimiento de los fendmenos reproductivos, ayudando a la optimizacién de su eficiencia reproductiva (3). En el cerdo la
FIV ha sido aplicada en investigacién bdsica y técnicas de produccién animal. En el primer caso a contribuido al conocimiento
de la biolégia de los gametos desde su maduracién e interaccién hasta las primeras etapas del desarrollo embrionario (2) En
produccién porcina, la FIV puede ser utilizada para reducir intervalo de generacién y para pruducir lechones con valor genético
superior (2). Nagai y cols. (3) realizaron FIV en cerdo utilizando espermatozoides congelados epididimarios y eyaculados.
teniendo ¢€xito sélo con los primeros. Dada la dificultad para obtener espermatozoides epididimarios, es importante establecer
una técnica que permita utilizar espermatozoides eyaculados como alternativa para trabajos de FIV. Por tal razén. el presente
trabajo tiene como objetivo cstablecer una técnica de congelamiento de semen porcino eyaculado y evaluar su capacidad
fertilizante in vitro.

MATERIAL Y METODOS.

La técnica establecida. fue el resultado de la integracién de diversas metodologias, las que después de varios ensayos permitieron
obtener los resultados mostrados (para revisién ver 4,5), mediante las siguientes etapas: obtencion, transporte, preparacién de
la muestra, congelamiento, descongelamienlo. capacitacién in vitro de los espermatozoides, evaluacion de la reaccidn acrosomal
y FIV. Para el andlisis de los datos se utilizaron las pruebas de X2 y la U de Mann-Whitnney.

RESULTADOS

Se utilizaron cuatro indicadores de la funcion espermdtica después del descongelamiento, que se evaluaron de manera
consecutiva: movilidad. supervivencia, capacilacién y eficiencia de FIV. La motilidad promedio fue de 50 y 60% para mini v
maxipajillas, respectivamente; no se encontrd diferencia estadisticamente significativa entre ellas. La supervivencia espermatica
después de 2.5 h tanto en maxi como en minipajillas fue en promedio de 60%, respectivamente no encontrandose diferencia
estadistica entre ellas . Comparada con muestra fresca que es de 80%. El promedio de espermatozoides que llevaron a cabo la
reaccion acrosomal después de 2.5 h de incubacién en medio de capacitacién fue de 49% en maxipajillas, y de 50% en
minipajillas. en tanto que el promedio en muestras frescas fue de 49%. Los promedios se obtuvieron a partir de 10 y 6 muesiras
de semen, respectivamente no existiendo direfencia estadistica entre ellos. Se realizaron 6 ensayos para evaluar la capacidad
fertilizante in vitro del semen porcino descongelado. El promedio obtenido en el control (semen fresco) fue de 85%. mientras
quecon las muestras descongeladas se obtuvo el 68%: encontrindose diferencia estadisticamente significativa entre ellos.
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DISCUSION .

En bovinos (1), la técnica de congelamicnto de semen ha sido empleada con éxito, principalmente para inseminacidn artifi-
cial. En humanos, ha permitido el uso de semen de individuos con problemas de fertilidad para programas de reproduccion
asistida pormedio de FIV (3). En ambos casos, las técnicas de criopreservacion han mostrado ser altamente reproducibles. Sin
embargo. en cerdos (2,4,5) los resultados obtenidos después de la criopreservacidn han side poco reproducibles, o que ha
llevado ha llevado a ensayar gran cantidad de variables inclyendo ¢l uso de diversos diluyentes, crioprotectores, recipientes.
velocidad de congelamiento. etc. Uno de los trabajos utilizando semen descongelado para FIV en cerdos (3), hace una
comparacién entre la capacidad fertilizante in vitro de semen descongelado de origen epididimario y eyaculado, encontrando
que los porcentajes de ovocitos fertilizados por espermatozoides epididimarios fue de 0 a 40%, mientras que ninguna muestra
con semen eyaculado produjo FIV. Lo anterior contrasta ampliamente con nuestros resultados en donde se obtuvo en promedio
el 68% , diferencia debida a la técnica empleada por ellos en la que la motilidad después de 1a capacitacién se encontraba muy
baja (0-20%). Por otro lado, los espermatozoides de origen epididimario mantuvieron la motilidad alrededor de 50% hasta el
momento de la fertilizacién. En nuestro estudio con espermatozoides eyaculados el promedio de motilidad aumenta de 50% al
momento de la descongelacidn. hasta el 60% después de 2.5 h, lo cual puede ayudar a obtener indices mds altos de FIV. Los
resultados del presente trabajo muestran que los espermatozoides almacenados en congelacidn en nitrdgeno liquido no pierden
su capacidad fertilizante. En los diferentes ensayos realizados ((motilidad , capacitacidn, reaccién acrosomal y FIV) no se
observé variabilidad considerable entre las muestras utilizadas, lo cual sugiere que la técnica de congelamiento
descongelamiento empleada es altamente reproducible. Esta baja variabilidad puede reportar grandes beneficios al utilizar
semen porcino congelado, ya que se ha observado que en el caso de semen fresco se presenta una variabilidad muy amplia
entre cyaculados de cerdos distintos, o aun entre los eyaculados de el mismo cerdo (4,5). El empleo de muestras de semen
porcino congelado, y a futuro de ovocitos crioconservados, puede conducir a un mejor empleo de la técnica de FIV en cerdos
y resullar muy 1til en el estudio del fendmeno de 1a fertilizacién en mamiferos.
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