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ABSTRACT

RESUMEN

La utilizacién de la inseminacién artificial en la especie porcina se ha
incrementado enormemente en los Gltimos afios. Cuando se utiliza
semen congelado se obtienen bajos porcentajes de concepcién en
comparacién con los obtenidos con semen fresco o refrigerado. El
objetivo de este trabajo fue comparar el efecto de diferentes diluyentes
comerciales para semen refrigerado en el proceso de congelado y
descongelado. Se utilizaron tres diluyentes de larga duracién (Mr-A®,
Androstar® y Porci-Star®) y uno de mediana duracién (M 11®). Se
evaluaron: movilidad, integridad y funcionalidad de membrana
plasmética e integridad acrosémica, en cuatro etapas diferentes del
proceso. No se encontraron diferencias significativas en los
pardmetros de calidad evaluados por lo que los diferentes
prediluyentes no afectarian el proceso de congelado

Palabras clave: diluyentes, semen, porcino, congelado-descongelado

four different stages of the process. No significant
differences in the quality parameters were found, so the

Artificial insemination in pigs has increased enormously
in the last years. When performed using frozen/thawed
semen low conception rates are obtained, compared
with those of fresh or cooled semen. The aim of this study
was to compare the effect of different commercial
extenders for cooled semen in the freezing/thawing
process. Three long term extenders (MR-A®, Androstar®
and Porci-Star®) and one medium term (M III®) were
used. We evaluated: motility, integrity and functionality
of the plasmatic membrane and acrosomal integrity in
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different extenders do not affect the freezing process.

Keywords: exfenders, semen, pig, frozen-thawed.

INTRODUCCION.

El uso de la inseminacién artificial (IA) en la produccién
porcina se ha incrementado enormemente durante los
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dltimos afios. En la actualidad se estima que mas de un

tercio de las cerdas madres en el mundo son
inseminadas artificialmente. En la mayor parte de los
casos la IA se realiza con semen refrigerado a 16-
17°C. Esto es debido a que con semen congelado-
descongelado se obtienen una menor tasa de prefiez,
o de camada, que al utilizar semen refrigerado (Zeng

etal, 2014).

El plasma seminal por si solo no permite la
conservacién del eyaculado (Vilagran efal, 2015). Se
le debe afadir un diluyente adecuado con el fin de
prolongar la sobrevida espermdtica y mantener su
capacidad fecundante. Los diluyentes se clasifican en:
corta duracién (conservan la calidad del semen hasta
48 horas), media duracién (hasta 4 dias) y larga
duracién (hasta 7 dias) Los espermatozoides porcinos
son sensibles al choque por frio, debido a la
composicién de su membrana plasmética (proporcién
de fosfolipidos, acidos grasos saturados e insaturados
y colesterol), la
funcionalidad, permeabilidad y fluidez de la misma
(Buranaamnuay ef al, 2009). Esta es una de las
que explica la dificultad para la
criopreservacién de dichos espermatozoides, y la
menor fertilidad y prolificidad obtenidas al inseminar
cerdas con semen congelado con respecto al semen
refrigerado (Rath ef o/, 2009). Si bien se han
intentado  optimizar los sistemas de congelacion,
todavia hay diversos aspectos que deben mejorarse
sensiblemente para que esta técnica tenga impacto
comercial.

observandose alteraciones en

razones

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la posible
influencia de los prediluyentes sobre la calidad seminal
porcina a lo largo de la curva de enfriamiento y luego
del congelado-descongelado.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de la muestra y evalvaciones de la calidad
seminal

Se obtuvieron 18 eyaculados de 4 verracos cruza
Austral (1/3 Large White, 1/3 Pietrain y 1/3
Hampshire), estabulados en la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad de Buenos Aires,
alimentados con una dieta balanceada a base de maiz
y expeler de soja. El semen fue obtenido por la técnica
de la mano enguantada (Comité Institucional de
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio CICUAL),
utilizandose solamente la fraccién rica del eyaculado.
La calidad seminal fue evaluada teniendo en cuenta las
caracteristicas  fisicas del semen,
espermdtica (microscopio de contraste de fase y

la  movilidad
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platina t#érmica a 200X), la integridad de la membrana
plasmética (coloracién vital con Eosina/Nigrosing,
1000X), la integridad acrosémica (muestras fijadas
con solucién salina formolada y observada con
microscopio de contraste de fase a 1000X) y la
funcionalidad de la membrana plasmética (prueba de
endésmosis, microscopio de contraste de fase a 400X).
La concentracién espermdtica se determiné mediante
conteo en cdmara de Neubauer®, dilucién 1:200 en
solucién salina formolada.

Diserio experimental

la curva de enfriamiento se realizé siguiendo el
protocolo propuesto por Westerndorf et al. (1975)
modificado segin Almid y Johnson (1988). El semen
fresco se separé en 4 fracciones y cada una fue diluida
en partes iguales con un diluyente comercial diferente
para conservar semen refrigerado. Se
seleccionaron para esto tres diluyentes de larga
Mr-A®  (tratamiento  A), ®
(tratamiento B) y Porci-Star® (tratamiento D); y uno de
duracién media, M 1lI® (tratamiento C). De los
diluyentes escogidos, soélo el diluyente D contiene
trehalosa en su composicién. Las muestras fueron
estabilizadas durante 2 horas a 17°C (etapa 1). Luego
fueron centrifugadas a 1000 rpm durante 15 minutos
y resuspendidas (1:1) en diluyente de
congelamiento estandarizado en nuestro laboratorio a
base de lactosa 11%, yema de huevo 10% y Equex®
1,13%. Se efectud una segunda estabilizacién a 17°C
durante 2 horas (etapa 2).

porcino

duracién: Androstar

un

Las dosis fueron enfriadas hasta 5°C siguiendo una
de enfriamiento  réapida  (0,2°C/min),
estabilizandose nuevamente durante 2 horas. Luego se
agregé el diluyente de congelacion (lactosa 11%,
yema de huevo 10% vy glicerol 3%), dilucion 1:1, a
5°C (etapa 3). Las muestras fueron envasadas en
pajuelas de 0,5 ml a una concentracién final de 1,5 x
10°  espermatozoides/pajuela.
estabilizaron durante 10 minutos y se llevaron a un
freezer a -70°C, 20 min. Finalmente, las pajuelas se
infrodujeron en nitrégeno liquido (-196°C).Las muestras
fueron descongeladas a los 30 dias en bafio térmico a
37°C/30seg (etapa 4). Se evalué movilidad
progresiva, integridad y funcionalidad de membrana
plasmatica e integridad acrosémica en cada una de
las etapas.

curva

las dosis  se

Andlisis estadlistico

Llos datos se analizaron con la prueba de Kruskal
Wallis. Se aplicé la comparacién de varianzas, por
efapa, y para la misma variable. Los tratamientos se
evaluaron de a pares entre si. Finalmente se
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compararon las varianzas del semen fresco y de todas
las etapas para los diferentes tratamientos. Se utilizé el
programa estadistico Statistix 7.0.

RESULTADOS

No se observaron diferencias significativas (p>0,05)
entre las muestras tratadas con los diferentes diluyentes
(A, B, Cy D); para cada una de las etapas.

La mayor caida en la movilidad se produjo en la etapa
1 del proceso de congelado (Figura 1), para todos los
tratamientos.

Con respecto a la funcionalidad de la membrana
plasmética, no hubo diferencias significativas entre
100
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tratamientos en ninguna de las etapas (p>0,05). En
todos los casos, la mayor caida de la funcionalidad se
produjo en la etapa 4 del proceso, ver Figura 2.

El porcentaje de espermatozoides con su membrana
plasmatica integra disminuyé abruptamente en la
efapa 4 en todos los tratamientos por igual (p<0,05)

(Figura 3).

No se encontraron diferencias significativas en la
infegridad de la membrana acrosomal para los
distintos  tratamientos en las diferentes etapas
(p>0,05). La mayor caida se produjo en la etapa 4

para todos los tratamientos (Figura 4).
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Figura 1: Movilidad espermdtica (%). Valores promedio con sus desvios estandar en semen fresco (0) y para los

distintos tratamientos (A, B, C y D) en las cuatro etapas del proceso de congelado-descongelado. Letras iguales

significan que no hay diferencias significativas (p>0,05)
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Figura 2: Funcionalidad de membrana plasmética (% HOS+). Valores promedio con sus desvios estandar en semen
fresco (0) y para los distintos tratamientos (A, B, C y D) en las cuatro etapas del proceso de congelado-

descongelado. Letras iguales significan que no hay diferencias significativas (p>0,05).

100
86
a ab abgap ab
21 i|i|j ab abab b 2% )
574 II I
X
43
c ¢ e
291
144
0 1
Inicial 12 estab 17°C 2% estab 17°C 5°C Desc
|.Fresco.A O s O c ) |

Figura 3: Integridad de la membrana plasmatica (%).Valores promedio con sus desvios estandar en semen fresco

(0) y para los distintos tratamientos (A, B, C y D) en las cuatro etapas del proceso de congelado-descongelado.

Letras iguales significan que no hay diferencias significativas (p>0,05)
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Figura 4: Integridad de la membrana acrosomal (% intactos). Valores promedio con sus desvios estandar en semen

fresco (0) y para los distintos tratamientos (A, B, C y D) en las cuatro etapas del proceso de congelado-

descongelado. Letras iguales significan que no hay diferencias significativas (p>0,05)

DISCUSION

Una buena valoracién de la calidad seminal requiere
la consideracién de varios parametros diferentes. A lo
largo de la curva de enfriamiento los espermatozoides
sufrieron diferentes alteraciones, que podrian deberse
tanto a dafios fraumdticos por la centrifugacién (entre
etapas 1y 2) como a la disminucién de la temperatura
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por debajo del punto critico, 14°C (entre etapas 2 y
3). los mayores dafios sobre las membranas se
evidenciaron al evaluar el semen al descongelado
(etapa 4). Esto puede significar que el dafio se produjo
al descender la temperatura por debajo de los 5°C o
en el proceso de descongelado hasta los 37°C. No se
observé una mejora en la integridad de la membrana
acrosomal de los espermatozoides tratados con el
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diluyente D, a pesar de presentar trehalosa en su
composicién, un azdcar que en algunos estudios
demostré proteger mejor las membranas durante la
congelacion (Jian-Hong Hu ef al, 2009).

CONCILUSION

El presente trabajo permitié determinar que ninguno de
los cuatro prediluyentes utilizados presenté diferencias
significativas, cuando se evalué la calidad seminal
porcina, en las distintas etapas de la curva de
enfriamiento y luego del congelado-descongelado,
para el protocolo utilizado en nuestro laboratorio.
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