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1.- Introduccion

Desde que en 1970, Polge y colaboradores, consiguieran las primeras camadas
de lechones a partir de espermatozoides congelados-descongelados, el uso eficiente y
rentable del semen criopreservado en los programas de inseminacion artificial (IA) en la
especie porcina sigue siendo un reto. Hoy, 35 afios después, se abren nuevas
perspectivas para la utilizaciéon comercial del semen criopreservado al obtenerse
aceptables tasas de fertilidad inseminando con tan solo 1000 millones de
espermatozoides. Ello es posible gracias a las mejoras en los protocolos de
criopreservacion, que permiten recuperar la funcionabilidad de un alto porcentaje de
espermatozoides tras la descongelacion, y a los nuevos procedimientos de inseminacion,
que permiten depositar los espermatozoides en las profundidades de los cuernos
uterinos facilitando su llegada al oviducto.

A pesar de estos avances, la fertilidad y prolificidad del semen criopreservado es
todavia sensiblemente mds baja que la obtenida con el semen fresco o refrigerado.
Actualmente, bajo las mismas condiciones de manejo reproductivo es muy dificil que
con semen criopreservado podamos alcanzar los altos niveles de fertilidad y prolificidad
caracteristicos de la especie porcina cuando se utiliza semen fresco o refrigerado. Es
mas, me atreveria a decir que con semen criopreservado serd dificil que consigamos
igualar los resultados del fresco o refrigerado. Entonces, ;existen hoy razones
convincentes para utilizar el semen criopreservado en porcino? Esta pregunta admite
diversas respuestas en funcién de los requerimientos de cada explotacion de acuerdo a
sus objetivos, necesidades y condiciones de manejo. Asi, mientras para algunas no sera
interesante utilizar semen criopreservado, para otras puede ser un complemento al
semen refrigerado. Finalmente, para un tercer grupo, el menos numeroso quizds, puede
ser una alternativa a considerar para mejorar su productividad. Con el dnimo de que
cada uno pueda contestarse dicha pregunta, pretendemos exponer que podemos esperar
hoy en dia del semen criopreservado y a cambio de que.

2.- Ventajas del semen criopreservado respecto al refrigerado

La técnica de criopreservacion, al permitir conservar los espermatozoides por
tiempo indefinido sin que pierdan su capacidad fecundante, ofrece algunas posibilidades
inalcanzables para las otras técnicas mds tradicionales de conservacion, como es la
refrigeracién. Entre las ventajas a considerar de la criopreservacion sobre la
refrigeracién, como procedimiento para conservar semen de porcino, deberiamos
sefalar las siguientes:



a.- Importacién/exportacion de dosis seminales:

Debido a restricciones sanitarias cada dia es mads dificil transportar animales
vivos entre paises e incluso entre regiones de un mismo pais. Una alternativa es
transportar los gametos de esos animales, es decir sus espermatozoides y/o los ovocitos.
Referente a los espermatozoides, ya que la refrigeracion solo mantiene su capacidad
funcional durante cortos periodos de tiempo, no mds de una semana en el mejor de los
casos; la unica alternativa viable hoy en dia con garantias para transportar
espermatozoides a largas distancias es mediante la criopreservacion. Como hemos
comentado anteriormente, los espermatozoides criopreservados pueden mantener su
capacidad fecundante de forma indefinida. Salamon y cols., (1996) obtuvieron
aceptables tasas de fertilidad en ovino con semen congelado 27 afios antes. Ademas,
actualmente existen contenedores apropiados para almacenar espermatozoides
criopreservados y poderlos transportar con garantias a cualquier parte del mundo con
cualquier medio de transporte (Figura 1). Estas cualidades de la técnica de
criopreservacion favorecen el comercio internacional de dosis seminales.
Recientemente, se han publicado excelentes resultados de fertilidad, superiores al 70%,
en cerdas inseminadas en Taiwdn e Irlanda con semen criopreservado en Suecia
(Eriksson y cols., 2002). El mercado latinoamericano ofrece interesantes posibilidades
para las empresas espafiolas dedicadas a genética y el semen criopreservado puede ser
un excelente medio para facilitar la exportacion de determinadas lineas genéticas.

Figura 1.- Modelo de tanque de nitrogeno seco para el transporte de dosis
espermadticas criopreservadas aceptado en cualquier medio de transporte, incluido el
avion.

b.- Creacidn de bancos de dosis seminales:



Como hemos dicho, los espermatozoides pueden mantener su capacidad
funcional de manera indefinida cuando se conservan a -196 °C en tanques de nitrégeno
liquido. Dichos tanques, dependiendo de su tamafo, permiten almacenar miles de dosis
de semen formando lo que tradicionalmente se llama “bancos de dosis seminales”.
Tradicionalmente, dichos “bancos” se han creado para conservar determinas lineas
genéticas, las cuales han perdido interés pero puede que lo recuperen en un futuro. Hoy
son varias las empresas espafiolas de genética que disponen de “bancos de semen” para
dicha finalidad. Sin embargo, en la actualidad disponer de un “banco de dosis
seminales” puede ser una necesidad para cualquier explotacién de porcino, sea o no de
genética. Las razones son sanitarias, disponer de dosis suficientes de semen
criopreservado, permite a las explotaciones autoabastecerse en aquellas situaciones en
las que estd prohibida la movilidad tanto de animales vivos como de material biolégico.
Situaciones, por desgracia, frecuentes en la especie porcina y normalmente relacionadas
con brotes infecciosos.

c.- Gestion, planificacion y operatividad de los centros de IA:

Los centros productores de dosis refrigeradas de semen deben mantener una
produccion constante a lo largo del afio para satisfacer las posibles necesidades de las
granjas a las cuales abastecen. Este compromiso crea algunas obligaciones tales como:
(1) producir més dosis, en general, de las que posiblemente serdn requeridas, al no tener
la seguridad de cuantas serdn solicitadas, dosis que si no son utilizadas deberdn ser
eliminadas; (2) producir dosis de semen procedentes de determinados verracos sabiendo
que no todas serdn utilizadas, y por lo tanto algunas deberdn ser desechadas; y (3) la
necesidad de elaborador dosis muchos fines de semana, con el consiguiente gasto
afadido en personal.

La utilizacién rutinaria del semen criopreservado en los programas de IA
favoreceria la gestion de los centros de produccion de dosis al minimizar las anteriores
obligaciones. Asi, por ejemplo, las dosis sobrantes, al estar criopreservadas, podrian ser
almacenadas sin que perdieran su efectividad en cuanto a fertilidad. Ademds, no habria
necesidad de elaborar dosis los fines de semana, siempre y cuando tuviéramos
suficientes almacenadas en los tanques de nitrogeno liquido.

d.- Produccién de dosis seminales de calidad uniforme a lo largo de todo el afio:

En aquellas dreas geogréficas con veranos muy calurosos, por ejemplo toda la
mitad sur de Espafia, la produccién y calidad seminal de los verracos se ve mermada por
el denominado estrés térmico. Asi, durante el verano y principios de otofo, los verracos
producen eyaculados caracterizados por un bajo nimero de espermatozoides y mala
calidad de los mismos, lo cual redunda en una menor produccién de dosis que ademads
tienen una peor calidad espermadtica y una reducida capacidad de conservacién en
refrigeracion. Crear un banco con suficientes dosis seminales criopreservadas,
elaboradas durante los meses en los que los verracos producen eyaculados con mayor
cantidad y calidad seminal (por ejemplo durante el invierno y la primavera), permitiria
disponer de dosis seminales con una calidad uniforme a lo largo de todo el afio, dosis
que podrian ser utilizadas con garantia durante los meses de verano y otofo. Por lo
tanto, la utilizacion del semen criopreservado permitiria minimizar el problema de la
estacionalidad reproductiva.



3.- Estado actual de la criopreservacion espermatica

La utilizacién del semen criopreservado en la especie porcina se remonta a los
afios 70, cuando se publicaron los primeros nacimientos de lechones (Polge y cols.,
1970; Crabo y Einarsson, 1971; Graham y cols., 1971). Dichos resultados reflejaban
que la fertilidad y prolificidad del semen criopreservado eran entre un 20-30% y 2-3
lechones mas bajas que con semen fresco o refrigerado. A partir de entonces el objetivo
fue mejorar los ratios de fertilidad del semen criopreservado, sin embargo los progresos
fueron reducidos y recientemente se seguia constatando la misma baja fertilidad y
prolificidad (revisado por Johnson y cols., 2000). Este estancamiento cientifico, ha sido
vencido en los ultimos 3-4 afos gracias a que las investigaciones, hasta entonces
basadas mds en aspectos empiricos, se han centrado en estudiar las peculiares
caracteristicas que concurren en la especie porcina, tanto en lo relativo a los aspectos
estructurales, bioquimicos y funcionales de los espermatozoides y su respuesta cuando
son congelados y descongelados, como en las posibilidades que los espermatozoides
tienen, una vez descongelados, de fecundar a los ovocitos cuando son depositados
durante la inseminacién en el tracto reproductivo de la cerda. El impulso cientifico de
estos ultimos afios ha contribuido a mejorar la rentabilidad del semen criopreservado
tanto desde una perspectiva productiva como econdmica.

A nivel productivo, actualmente, podemos conseguir dosis seminales a la
descongelacion con mas del 50% de espermatozoides viables y motiles. Esta mejora
sustancial de la calidad espermadtica post-descongelacion se debe a:

(1) La constatacion de la existencia de diferencias individuales en la
criopreservacion espermadtica, que parecen tener origen genético (Thurston y cols.,
2002), nos indica que no todos los verracos son validos para entrar en los programas de
criopreservacion espermadtica, siendo, por lo tanto, necesario seleccionar los
reproductores donantes de semen en funciéon de la congelabilidad de sus
espermatozoides. Aproximadamente, alrededor del 30% de los verracos no deberian
formar parte de los programas de criopreservacion espermatica (Figura 2).
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Figura 2.- Distribucion de los
verracos segun la congelabilidad
de sus espermatozoides. Los
buenos tienen una motilidad
post-descongelacion superior al
45% y los malos inferior al 35%.

(2) La sustitucién de las cldsicas macropajuelas de 5 mL, como medio de envase,
por los denominados flat-pack, también de 5 mL (Eriksson et al., 2001) o por las
minipajuelas de 0’5 mL (Roca et al.,, 2003) que permiten una congelacién y
descongelacion mucho mds homogénea de las células espermdticas, lo cual repercute
enormemente de manera positiva en la recuperacion espermadtica a la descongelacion.

(3) La utilizacién de biocongeladores programables (Figura 3) que permiten una
precisa y homogénea congelacion de un gran nimero de dosis por unidad de tiempo
(Thurston et al., 2003). Con dichos biocongeladores, en cada sesiéon podemos congelar
mas de 500 dosis seminales (Figura 4), garantizando, en todas ellas, las mismas
condiciones de congelabilidad.

Figura 3.- Biocongelador IceCube 1810 (Minitiib, Alemania) con capacidad para
congelar mds de 1000 dosis espermdticas envasadas en pajuelas de 0’5 mL.



Figura 4.- Racks cargados de pajuelas de 0°5 mL dispuestos para el proceso de
congelacion en la camara de un biocongelador.

(4) La adicién de compuestos con capacidad antioxidante a los diluyentes de
congelacion (Gadea y cols., 2004; Pefa y cols., 2003 y 2004; Roca y cols., 2004 y
2005), lo cual mejora significativamente el porcentaje de espermatozoides recuperados
tras la descongelacion.

A nivel econdémico, la reducciéon drastica del nimero de espermatozoides
descongelados necesarios por dosis de inseminacién ha mejorado la rentabilidad del
semen criopreservado. Con los sistemas tradicionalmente de IA son necesarias dosis
seminales con 6000 millones de espermatozoides (revisado por Johnson y cols., 2000),
es decir el doble que con semen refrigerado. Esta situacion hace que la utilizacién del
semen criopreservado en los programas de IA sea poco rentable al elaborarse pocas
dosis a partir de un eyaculado. En los tltimos afios se han desarrollado nuevos sistemas
de inseminacion con el objetivo final de reducir el nimero de espermatozoides por dosis
de inseminacion sin modificar la fertilidad y prolificidad, la denominada inseminacion
transcervical (TCI) y la intrauterina profunda (DUI, Figura 5). Ambas, aunque en
diferente grado, han demostrado ser efectivas con espermatozoides frescos o
refrigerados: 1000 millones para la TCI (Watson y Behan, 2002) y 150 millones para la
DUI (Martinez y cols., 2002). Si bien no nos consta que se haya utilizado la TCI con
espermatozoides congelados-descongelados, si existen estudios realizados con la DUI
Roca y cols. (2003) y Bolarin y cols. (2005) inseminan mediante la DUI cerdas
destetadas y en estro natural con dosis seminales de 5 mL con 1000 millones de
espermatozoides congelados descongelados alcanzando tasas de fertilidad (porcentaje
de cerdas inseminadas que paren) superiores al 70% y con mds de 9 lechones nacidos
por parto (Tabla 1). Estos resultados ponen de relieve, de manera clara, que la DUI es
un procedimiento de inseminacion rentable para el semen criopreservado ya que permite
obtener tasas de fertilidad con tan s6lo 1000 millones de espermatozoides comparables a
cuando se utilizan 6000 millones mediante inseminacion tradicional. Ademas, el
nimero de espermatozoides por dosis de inseminacion es, incluso, més reducido que el
utilizado habitualmente en la inseminacién tradicional con semen fresco o refrigerado
(3000 millones de espermatozoides por dosis).




Estas nuevas perspectivas que ofrece la inseminacion, mediante DUI, con semen
criopreservado, han motivado que numerosas Empresas del sector consideren la
posibilidad de introducir el semen congelado-descongelado en sus programas de IA. En
este sentido, nuestro equipo de investigacion, en los ultimos 5 afios, ha colaborado con
las méds importantes Empresas espafiolas del sector creando bancos de dosis seminales
criopreservadas, bien procedentes de verracos de alto valor genético o como reserva
frente a posibles contingencias sanitarias. Destacar que para crear dichos bancos, hemos
desarrollado un protocolo de criopreservacion que permite congelar eyaculados 24 h
después de su recogida, tiempo necesario para transportar los eyaculados desde los
centros de recogida hasta nuestros laboratorios.

Figura 5.- Procedimiento para la
realizacion de la inseminacion intrauterina
profunda.

En resumen, hoy podemos conseguir con el semen criopreservado tasas de
fertilidad superiores al 70% con 9-10 lechones nacidos utilizando para ello dosis de
inseminacién de tan solo 1000 millones de espermatozoides. Estos resultados
demuestran que el semen criopreservado puede ser rentable. De hecho, en cualquier otra
especie, dichos resultados serian considerados como excelentes, incluido el vacuno de
leche donde la TA con semen criopreservado es habitual (Vishwanath y Shannon, 2000).
Sin embargo, todavia la fertilidad y prolificidad conseguida con el semen
criopreservado en la especie porcina sigue siendo algo menor que aquella alcanza con el
semen refrigerado, entre 10-15% y 1 lech6én menos por camada. Aunque existen
posibilidades reales de mejorar algo los resultados con semen criopreservado a tenor de
las investigaciones que estdn en curso, creo que serd muy dificil igualar los resultados
de fertilidad y prolificidad que obtenemos utilizando el semen fresco o refrigerado.
Resultados, los del semen fresco o refrigerado, que, por otra parte, pueden ser
extraordinariamente altos (mas del 85% de fertilidad con mas de 11-12 lechones de
media por camada), circunstancia que no se da en ninguna otra especie domestica donde
se utiliza la inseminacidn artificial.

4.- Manejo reproductivo y estrategias de inseminaciéon para semen criopreservado

Para alcanzar los resultados de fertilidad y prolificidad anteriormente
mencionados con el semen criopreservado debemos, por un lado, extremar el manejo



reproductivo, y por otro lado, a veces incluso modificarlo, ya que algunas de las
estrategias de inseminacion utilizadas para semen fresco o refrigerado no son validas
para el semen criopreservado.

Respecto al manejo reproductivo, un mal o inapropiado manejo siempre
repercute negativamente en la fertilidad y prolificidad, sin embargo la repercusion
cuando se utiliza semen criopreservado suele ser mucho mayor. En aquellas
explotaciones donde la fertilidad y prolificidad son altas con semen fresco o refrigerado,
es posible obtener también excelentes resultados con semen criopreservado. Sin
embargo, cuando los resultados de fertilidad y prolificidad son mediocres con semen
refrigerado, bien por un mal o inapropiado manejo reproductivo o bien por malas
condiciones sanitarias, los resultados con semen criopreservado suelen ser muy malos.
Tal y como se demuestra en la Figura 6, las diferencias de fertilidad entre semen
refrigerado y criopreservado se amplian a medida que descienden los resultados
obtenidos con el semen refrigerado.

_ O Refrigerado

100 86 m griopgresedrvado
80 1 41 66
§ 60
= 60 -
<
=
= 40 1
S
=20 -

0 J '
Buena Regular Mala

Figura 6.- Diferencias de fertilidad (porcentaje de cerdas que paren) tras
inseminacion con semen refrigerado o criopreservado en tres granjas con diferente
fertilidad del semen refrigerado.

Con relacién a las estrategias de inseminacidn, cuando se pretende utilizar de
manera rentable el semen criopreservado, las estrategias de inseminacion habituales
para semen fresco o refrigerado deben cambiar. Los cambios mads significativos afectan
a:

(1) El procedimiento de inseminacion. La deposicion del semen en el cervix,
como se realiza con el procedimiento tradicional, no es la més apropiada para el semen
criopreservado. En ninguna especie la deposicion vaginal profunda o cervical de semen
criopreservado da buenos resultados de fertilidad y prolificidad, la especie porcina no es
una excepcion. La deposicion de los espermatozoides en el interior de los cuernos
uterinos, mediante la DUI por ejemplo, permite alcanzar buenos resultados con un
reducido nimero de espermatozoides (Roca y cols., 2003).



(2) Temporalizacién de las inseminaciones. La cldsica doble inseminacién a las
0Oy 24 hoalas 12 y 24 h, utilizada para semen fresco o refrigerado, no es util para el
semen criopreservado. Siguiendo dicha pauta de inseminacion la fertilidad con semen
criopreservado seria casi nula. La razén, la reducida vida media de los espermatozoides
descongelados en el interior del aparato genital de la cerda, no mds de 6 h (Waberski y
cols., 1994). Conscientes de esta limitacién, debemos adecuar el momento de
inseminacion al de ovulacion.

(3) Deteccion del inicio del estro. El mejor procedimiento natural para intentar
adecuar el momento de inseminacién con el de ovulacién es realizar una correcta
deteccion del inicio del estro. El semen fresco o refrigerado, por su larga vida media
funcional en el aparato genital de la cerda, entre 20 y 24 h (Waberski y cols., 1994),
permite cierto relajamiento en la deteccion del inicio del estro. Asi, en muchas granjas
la detecciéon solo se realiza una vez al dia y, normalmente, no en las mejores
condiciones (las mejores condiciones para la deteccion seria realizarla en parques de
unos 15 m? con no mds de 10-12 cerdas y con la presencia del verraco). Cualquier
posibilidad de éxito con el semen criopreservado pasa por una correcta y precisa
deteccion del inicio del estro y para ello, como minimo, realizarla 2 veces al dia. De esta
manera podemos intentar que en la mayoria de las cerdas una de las dos inseminaciones
se realice proxima al momento de ovulacion. La alternativa seria la utilizacion de
tratamientos hormonales (eCG y hCG, Roca y cols., 2003) para sincronizar el momento
de ovulacion y asi adecuar el de inseminacion.

(4) Utilizar diferentes pautas de inseminacioén. Cuando utilizamos semen fresco
o refrigerado empleamos normalmente siempre una misma pauta de inseminacion, es
decir 2 inseminaciones bien a las O y 24 h o bien a las 12 y 24 h. Con el semen
criopreservado y siempre con el objetivo de adecuar el momento de inseminacion al de
ovulacion, deberiamos utilizar pautas diferentes en funcion del intervalo destete-inicio
del estro (DIE) ya que la duracién del estro y el momento de la ovulaciéon varian
(Steverink y cols., 1999). Con un DIE corto, 3-4 dias, la duracion del estro es larga y la
ovulacion suele ocurrir mas halla de las 30-40 h del inicio del estro. Con un DIE largo,
5-6 o maés dias, la duracion del estro es corta y la ovulacién suele ser mas temprana,
entre 20 y 30 h del inicio del estro.

(5) Diferentes estrategias para diferentes granjas. La duracién del estro y por lo
tanto el momento de ovulacién varian entre granjas (Steverink y cols., 1999). Por ello
pautas de inseminacién que pueden ir bien en una determinada granja, pueden ser
nefastas para otra. Determinar cuando se produce la ovulacién, utilizando para ello
estudios ecograficos seriados de los ovarios (Figura 7), en cada explotacion seria ideal
para definir la pauta mds adecuada de inseminacién para cada explotacion (Bolarin y
cols., 2005).



Figura 7.- Procedimiento para la realizacion de ecografias via rectal en la cerda
con el objetivo de evaluar el estado funcional de los ovarios.
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