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RESUMEN

La aplicacion de la técnica de crioconserva-
cion espermatica podria ayudar a la conserva-
cion del material genético durante largos perio-
dos de tiempo. En este trabajo se han realizado
una serie de estudios preliminares sobre la posi-
bilidades de crioconservacion de los eyaculados
de verracos de la raza porcina autéctona Chato
Murciano, que en la actualidad se encuentra en
peligro de extincion.

A partir de los eyaculados, obtenidos con
frecuencia semanal, las dosis seminales fueron
sometidas a congelacién (Westendorf et al.,
1975), envasadas en maxipajuelas de 5 ml y
posteriormente almacenadas en nitrégeno liqui-
do. La evaluacién de las muestras se realizé tras
la descongelacién de las mismas, analizandose
los siguientes parametros: motilidad y calidad de
movimiento, integridad estructural de membrana
(tincién eosina/nigrosina), estado del acrosoma
e integridad funcional de membrana (test
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diacetato de carboxifluoresceina). Los resulta-
dos obtenidos muestran que se deben seguir
haciendo estudios para intentar mejorar la cali-
dad del semen congelado descongelado para
que esta técnica pueda ser utilizada como una
herramienta til en los planes de recuperacion y
de conservacion de especies y razas.

SUMMARY

The use of sperm crioconservation technique
would help to the preservation of genetic material
for long term. This work was carried out in order
to develop preliminary studies regarding boar
sperm crioconservation in the autochthonous pig
breed Chato Murciano nearly extincted at present.

The seminal doses were obtained from
ejaculates of these boars and criopreserved
weekly (Westendorf et al.,1975), the sperm was
stored in liquid nitrogen in maxi-straws. Post-
thawing semen analyses were carried out on

*Este trabajo ha sido financiado por la Comision
Interministerial de Ciencia y Tecnologia (CICYT).
Proyecto AGF96-1069.

every sample, and the parameters studied were:
sperm motility, quality of movement, normal apical
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ridge (NAR), viability with eosin-nigrosin stain Por otro lado, la comercializacién de
and functional membrane integrity (with su carne podria presentar posibilida-
carboxifluorescein diacetate, DCF). The results des en el mercado debido a sus carac-
showed that further studies are needed to improve teristicas organolépticas especificas.
the quaiity of frozen-thawed sperm to make this Este hecho, unido a su gran poder
technique a useful tool in the field of breed and transformador de subproductos de la
species preservation. huerta en carne (pueden alcanzar los
220 kg de peso en adultos), tipifican a
los Chatos murcianogomo un pro-
ducto regional de especial valor.
Entre las posibles pautas a seguir
para la recuperacién de esta raza se
encuentra la creacion de un banco de
semen congelado que garantice entodo
momento la disponibilidad de gametos
masculinos para fecundar a las hem-
bras de esta raza. Al margen de las
ventajas que ofrece la crioconserva-
cién de semen por si misma en cual-
guier explotacién porcina (Bwanga,
1991), en el caso d€lhato murciang
en grave riesgo de extincién, la posibi-
lidad de contar siempre con esperma-
; . 02 tozoides de los escasos ejemplares que
pedania murciana de Beniajan), ade-

m4s de otros dos machos v tres hem gquedan garantizaria la viabilidad de
y . cualquier plan de recuperacién ante

bras recientemente localizados en nu- eventuales contratiempos como la en-

cleos_aisla,dos. . fermedad o la muerte de algun repro-
El interés que hoy dia puede tener 4, ctor.

la recuperacion de esta raza radica no

s6lo enla conservacién del patrimonio

genético regional sino también en al- MATERIAL Y METODOS

gunas peculiaridades de la misma que

la hacen atractiva. Por una parte, se haRECOGIDA DE SEMEN Y CONGELACION
comprobado la mayor resistencia que  Se ha trabajado con 3 verracos de
presentan estos animales a enfermedaraza Chato-Murciano y 1 verraco de
des como la rinitis o la neumonia raza Blanco Belga ubicados en el Cen-
enzootica, que causan numerosas pér-tro de Capacitaciéry Experiencias
didas economicas al cabo del afio en Agrarias de Lorca (Murcia). La obten-
las diferentes explotaciones, junto con cion de semen se realizo con una fre-
una perfecta aclimatacion a las duras cuencia semanal mediante método
condiciones estivales del sureste es-manual. Del eyaculado solamente se
pafol que las razas comunmente ex- utilizé para su procesado la fraccion
plotadas soportan con gran dificultad. rica en espermatozoides.

INTRODUCCION

Con los nuevos planteamientos in-
dustriales y los cambios producidos en
la alimentacion y forma de vida rural
surgidos en la mitad de la década de
los 60, laraza porcina Chato Murciano
fue literalmente barrida del panorama
ganadero de la Regién de Murcia
(Herranz, 1987). En la actualidad exis-
ten escasos ejemplares (siete machos
doce hembras y varios lechones) dis-
tribuidos principalmente en dos nu-
cleos de la region (el Centro de Ca-
pacitacién Agraria de Lorca gn la
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La técnica empleada para la conge- observacion en un microscopio de cam-
lacion de la muestras seminales po claro a 100 aumentos de una doble
(Westendorfet al, 1975) consiste en muestra de 10 ml de semen depositado
la recogida del semen sobre termo sobre un portaobjetos precalentado en
atemperado (37°C) con 100 ml de di- una placa termostatizada a 39°C Se
luyente comercial y descenso térmico valoro el porcentaje de espermatozoi-
de 37°C a 23°C en un periodo de 1 h, des con movimiento (0-100) y el tipo
cuando la temperatura alcanza 32°C de movimiento rectilineo, progresivo
se completa la dilucién seminal hasta y rapido de 0 a 5.
elgrado 1:2. Previamente, serealizael El estado del acrosoma de las célu-
estudio de la calidad y concentracion las espermaticas se analiz6 en una
espermatica, calculandose el numero muestra fijada, para lo que se diluyo
de dosis a 5 x Pespermatozoides. A unvolumen de 250l de semenen 1 ml
continuacion, las muestras se centri- de una solucién al 2 p.100 de glutaral-
fugan (800g 10 min, 15°C) y se resus- dehido en PBS. Se observé una mues-
pende el sedimento, hasta 3 ml/dosis, tra de 10ul en un microscopio de
con el diluyente n° | (lactosa 11 p.100, contraste de fases a 1000 aumentos
yema de huevo 20 p.100 y OEP 0,3 con objetivo de inmersion. Se visuali-
p.100). Se hace descender la tempera-zaron al menos 200 espermatozoides,
turade 23a15°C en 1 hy se equilibran clasificando como acrosomas norma-
las muestras a 15°C durante 2,5 h conles aquellos que presentaban esperma-
un nuevo descenso térmico de 15°C atozoides con bordes apicales bien de-
5°C en 30 min. Finalmente, se comple- finidosy nitidos en forma de semiluna
ta hasta 5 ml/dosis, a5°C, con diluyen- oscura (Pursel y Johnson, 1974). Los
te n° 2 (lactosa 11 p.100, yema de resultados se expresaron en porcenta-
huevo 20 p.100, OEP 0,3 p.100 y gli- je de acrosomas normales.
cerol 2 p.100). El proceso terminacon  Se estimo la vitalidad espermatica
el envasado de las dosis seminales enmediante latincion de eosina-nigrosina
maxipajuelas de 5 ml, exposicion a (EN) descrita por Eliasson y Treichl
vapores de nitrégeno liquido (3-5 cm (1971). Una muestra de semen y un
de altura) durante 20 min, congelaciéon volumen igual de una solucion de
y conservacion en tanque de nitrégeno eosina-nigrosina (5 p.100 (p/v) de eosi-
liquido. naamarilla, 10 p.100 (p/v) de nigrosina

en solucién salina) fueron deposita-
DESCONGELACION Y EVALUACION DEL dos sobre un portaobjetos, se homoge-
SEMEN neizo la mezclay se prepararon exten-

Las pajuelas de semen congelado siones en capa fina. Tras el secado al
fueron introducidas, para proceder a aire de la extension, se examinaron
su descongelacion, en bafio atempera-bajo microscopia de campo claro a
do a42°C durante 45 segundos. Poste-400 aumentos al menos 200 células,
riormente, se diluyeron 1:20 en un diferenciando aquellas que estaban
diluyente comercial para la evalua- parcial o totalmente tefiidas de las que
cién de la calidad seminal. no habian permitido el paso del colo-

La motilidad se evalué mediante la rante. El resultado se expres6 como el
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Tabla I. Rendimiento en el procesado de congelacion de las dosis semiefat@geness of
boar freezing technique).

Verraco Recogidas Congelaciones Dosis Rendimiento
namero ndmero totales Dosis/congelacion
BB 20 17 163 9,59
CH215 29 22 167 7,59
CH222 28 17 87 5,12
CHVIEJO 22 15 129 8,60

porcentaje de espermatozoides no te-ficados como intactos.
fidos.

Mediante la técnica de diacetato de ANALISIS ESTADISTICO
carboxifluoresceina (DCF) se estimoé Los resultados de calidad seminal
laintegridad funcional de las membra- se expresaron como la media + sem.
nas espermaticas. A 1 ml de semen Estos fueron analizados mediante un
diluido con una concentracién de 107 ANOVA de una via, considerando
espermatozoides/ml se le afiadieron como efecto principal el verraco. Los
20 pl de una solucién de diacetato de valores porcentuales fueron previa-
carboxifluoresceina (0,46 mg/ml en mente transformados.
dimetil sulféxido) y 1Qul de una solu-
cién stock de formaldehido (125de )
formaldehido al 37 p.100 en 1 ml de RESULTADOS Y DISCUSION
agua), de acuerdo a la técnica descrita
por Harrison y Vickers (1990). La sus- En latabla | se muestran los resul-
pension se incubd 10 minutos a una tados obtenidos en el proceso de con-
temperatura de 37°C) para posterior- gelacion de las muestras seminales. El
mente tomar una muestra delsque reproductor CH222 presenta un me-
se observd bajo microscopia de fluo- nor rendimiento que el resto de ma-
rescencia a 400 aumentos con un filtro chos, ya que en varios dias fue des-
G-2A, con excitacion a 580 nm. Se echado por presentar un porcentaje
visualizaron al menos 200 esperma- elevado de morfoanomalias esper-
tozoides y se clasificaron como maticas.
espermatozoides funcionales aquellos  La produccion de espermatozoides
que presentaron fluorescencia intensay en consecuencia el namero de dosis
verde en toda su extension y como seminales que pueden obtenerse a par-
espermatozoides alterados, aquellostir de un eyaculado esta influenciada
que no presentaron fluorescencia o por un gran nidmero de factores am-
Unicamente lo hicieron de manera par- bientales como la estacion, la alimen-
cial. Los resultados se expresan entacién, el ritmo de recogida y, del
porcentaje de espermatozoides clasi-mismo modo, por grandes diferencias
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Tabla Il. Resultados de la evaluacion de semen congelado/descongelado (media + sem).
(Frozen-thawed semen evaluation (mean + sem)).

Verraco Ne Motilidad Calidad de Tincion vital Estado Test DCF
(p.100) movimiento  (Eosina/Nigrosina) acrosoma (p.100)
(0-5) (p.100) (NAR) (p.100)
BB 24  46,74+1,28 3,24+0,1 54,22+1,77 40,65+3,36 32,12+2,09
CH215 20 40,28+2,73  3,05+0,12 45,89+2,82 39,3515,42 24,0+4,02
CH222 4 37,5+3,23 3,25+0,32 46,7545,02 39,25+10,6 25,4+3,42
CHVIEJO 10 42,5+£3,18 3,0+0,13 46,30£3,8 46,1+6,14 29,75+5,45

individuales, de tal manera que las caso ademas de medir la integridad
diferencias raciales tienen una impor- estructural de la membrana se mide
tancia relativamente menor como se también la funcionalidad de la misma
muestra en nuestros resultados mos-(Harrison y Vickers, 1990).
trados en ldabla I. La utilizacion de la técnica de
En latabla Il se exponen losresul- congelacion basada en la utilizacion
tados obtenidos para la calidad semi- de yema de huevo y glicerol descrita
nal postdescongelacion pudiéndose ob-por Westendorgt al. (1975) no ha
servar como los individuos de raza sido substancialmente mejorada has-
Chato Murciano alcanzan valores li- ta el momento por ninguna otra. Sin
geramente inferiores al verraco Blan- embargo, es posible que ciertas mo-
co Belga, sin que en ningun caso las dificaciones puedan mejorar ligera-
diferencias alcancen niveles de signi- mente los resultados como son las
ficacion estadistica. curvas de congelacién-descongela-
La motilidad en todos los machos cidn, tipo de envasado, ensayo de
estudiados esta proxima al 40 p.100, nuevos crioprotectores, etc. (Almlid
muy inferior a los valores medios de y Johnson]1988)
semen fresco (£70-80). Sin embargo  Las posibilidades de congelacién
la calidad del movimiento se mantiene de semen de raza Chato Murciano per-
en unos niveles aceptables (3-3,25) lo mite disponer de gametos conserva-
gue indica que aunque el proceso dedos durante largos periodos de tiempo
congelacion dafia a un numero consi- y el maximo aprovechamiento de es-
derable de células espermaticas, lastos animales de excepcional valor
gue consiguen sobrevivir mantienen genético, lo que puede ir acompafiado
una funcionalidad similar a la del se- de otras técnicas de reproduccion asis-
men fresco (Gadea, 1997). Los resul- tida como el control de la ovulacioén, la
tados obtenidos mediante el test DCF transferencia de ovocitos y embrio-
son inferiores a los de tincion vital nes, las técnicas de maduracién y fe-
valorada con la tincion de eosina- cundaciénin vitro, etc. (Gadea&t al,,
nigrosina (EN), ya que en el primer 1997; Rath y Niemann, 1997).
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