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Resum

L’objectiu d’aquest treball ha estat valorar la prediccié de la congelabilitat de les ejaculacions de porci mitjan-
cant I’estudi de la qualitat espermatica i la comparacio amb la taxa de fertilitat in vivo. Es van obtenir 26 ejacula-
cions, cadascuna de les quals es va dividir en una porcié refrigerada (FS, control) i una porci6 destinada a ser
congelada (FTS), les quals posteriorment van ser utilitzades per practicar les respectives inseminacions in vivo.
L’analisi espermatica de les ejaculacions es va realitzar en tres estadis del procés de criopreservacio: 17 °C, 5 °C
i 240 min postdescongelacio. Segons els valors obtinguts en la motilitat progressiva i en la vitalitat espermatica
als 240 min postdescongelacid, cada ejaculacio es va classificar en dues possibles categories: ejaculacié amb bo-
na congelabilitat (GFE) o ejaculacio amb mala congelabilitat (PFE). Els resultats mostren una major hiperactivi-
tat espermatica en el grup PFE quan s’assoleixen els 5 °C durant el procés de criopreservacid. Aquest fet indica
una sensibilitat més alta al xoc per fred respecte al grup GFE, que repercuteix en la disminuci6 fins a la meitat de
la seva taxa fecundant. No s’observen diferéncies entre els parametres de qualitat espermatica o en la taxa de fer-
tilitat obtinguts a 17 °C en cap dels dos grups d’ejaculacions. Per tant, la prediccid de la congelabilitat d’una eja-
culacio6 a partir de parametres rutinaris de qualitat espermatica és valida en assolir els 5 °C durant el procés de
criopreservacio. Aquest resultat contribueix al coneixement de possibles predictors de la congelabilitat esperma-
tica en porci. No obstant aix0, son necessaris més estudis per aprofundir en la determinacié de marcadors especi-
fics que puguin minimitzar costos en utilitzar esperma criopreservat per a inseminacio artificial.
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Abstract

The objective of this work is to value the prediction of the freezability of boar ejaculates through a study of the
spermatic quality and its comparison with the in vivo fertility. Twenty-six ejaculates were collected and each one
was divided into a refrigerated portion (FS, control) and a frozen-thawed portion (FTS) that were used in the
field fertility trial. The analysis of the sperm quality was performed at three steps of the cryopreservation proced-
ure: 17 °C, 5 °C and 240 min post-thawing. Depending on the values obtained in the sperm progressive motility
and viability at 240 min post-thawing, each ejaculate was classified in two possible categories: good freezability
ejaculate (GFE) or poor freezability ejaculate (PFE). Our results show a higher sperm hyperactivity in the PFE
group at the 5 °C during the cryopreservation process. This fact points to a higher sensitivity of this group to cold
shock with respect to the GFE, which causes the decrease of its fecundity to the half. No differences are ob-
served in the sperm quality parameters or in the fertility rate at 17 °C between both categories of ejaculates. For
that reason, the prediction of the freezability of a given ejaculate is possible when reaching the 5 °C during the
cryopreservation process. This result contributes to the knowledge of possible sperm freezability predictors in
the boar. Even so, more studies are necessary to penetrate in the determination of specific freezability markers
that could minimize costs when using cryopreserved sperm for artificial insemination.
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INTRODUCCIO

L’Gs de semen congelat (FTS) en tecnologies d’inse-
minacio artificial porcina representa sols 1’1 % del
total d’inseminacions en comparacié de 1’us del se-
men refrigerat (FS) (Roca et al., 2006). Aquest fet es
pot explicar pel baix percentatge d’¢xit obtingut en
la congelacio dels espermatozoides d’aquesta espe-
cie, principalment a causa de la particular composi-
ci6 de la seva membrana (Watson, 2000). La toleran-
cia de les ejaculacions al procés de congelacié té una
clara base genética (Thurston, 20024, b) i varia entre
individus (Roca et al., 2006), pero també dins d’un
mateix individu per factors no sempre determinats
(Gil et al., 2005). En estudis previs hem observat
una freqliencia de motilitat espermatica progressiva
postdescongelaci6 inferior al 40 % en més del 50 %
dels casos; ¢€s, doncs, prioritari, trobar marcadors
que permetin una identificacié prévia d’aquestes eja-
culacions menys aptes per criopreservar. L’existen-
cia d’una base genctica evident en la congelabilitat
espermatica ens suggereix la possibilitat de predir la
qualitat postdescongelacié de qualsevol ejaculacié a
partir d’uns valors qualitatius estandard en semen re-
frigerat, que podrien ser inclosos en les analisis de
qualitat espermatica dels centres d’inseminacio arti-
ficial (IA). D’altra banda, i malgrat les evidéncies,
encara no hi ha dades publicades sobre els percentat-
ges de fertilitat in vivo que presenten les ejaculaci-
ons segons la seva congelabilitat.

MATERIAL I METODES
Obtencio de mostres i disseny experimental

Vint-i-sis ejaculacions de porci provinents de quinze
mascles Piétrain madurs van ser obtingudes per mas-
turbacié manual. La fraccié espermatica de cada eja-
culacio va ser dividida en dues porcions, que es van
etiquetar com la porcid refrigerada (FS, control) i la
porcié destinada a ser congelada (FTS). La porcid
FS es va diluir fins a 3 x 10° spz/ml en diluent de
llarga durada (Vitasem LD, Magapor SL, Saragossa)
1 es va envasar en tres dosis comercials de 90 ml,
que es van preservar a 17 °C fins al moment de la
IA. La resta de I’ejaculacid (porcio FTS) va ser dilu-
ida 1:5, v/v en el mateix diluent que la porcio FS, i
va ser preservada a 17 °C abans de ser criopreser-
vada.

Vint-i-quatre hores després de 1’extraccio es va
realitzar 1’analisi de la qualitat espermaticaa 17 °C a
partir de la porcio FTS i es va comprovar que les 26
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ejaculacions complissin uns minims qualitatius:
60 % de motilitat espermatica progressiva, 70 %
d’espermatozoides morfologicament normals i 80 %
de viabilitat i resisténcia osmotica espermatiques.
Un cop verificats els parametres anteriors es va pro-
cedir a la congelacio de la porcid FTS fent servir un
protocol estandard en porci (Westendorf et al., 1975;
Carvajal ef al., 2004). L’analisi a 5 °C es va realitzar
a partir d’una aliquota d’esperma diluit en medi de
criopreservacio, i es va rediluir a proporcid 1:3, v/v
en diluent de Beltsville (BTS; Pursel i Johnson,
1975). L’analisi de la qualitat seminal es va fer des-
prés de 30 min a 5 °C. La resta de la porcié FTS es
va envasar en palletes de 0,5 ml amb 1 x 10°spz/ml i
va ser emmagatzemada durant 12 h en nitrogen li-
quid abans de les inseminacions. Tant per a la 1A
com per a I’analisi de la qualitat espermatica post-
descongelacio les palletes van ser submergides du-
rant 20 segons en un bany a 37 °C i el seu contingut
va ser diluit en BTS a 37 °C (1:3, v/v). L’esperma
es va mantenir al bany fins passats 240 min.

Cada ejaculaci6 va ser classificada com a ejacula-
ci6 amb bona congelabilitat (GFE) o ejaculacio amb
mala congelabilitat (PFE), segons una analisi de
conglomerats no jerarquitzada mitjangant les dissi-
milituds entre les mitjanes de viabilitat i motilitat
progressiva obtingudes en I’esperma 240 min post-
descongelacio. Vuitanta-sis truges multipares van ser
inseminades aleatoriament amb un dels quatre trac-
taments segiients: porcio refrigerada d’ejaculacid
amb bona congelabilitat (FS-GFE), porcid refrigera-
da d’ejaculaci6 amb mala congelabilitat (FS-PFE),
porcid descongelada d’ejaculaciéo amb bona congela-
bilitat (FTS-GFE) i porcio descongelada d’ejacula-
cié amb mala congelabilitat (FTS-PFE).

Analisi de la qualitat espermatica

La morfologia es va analitzar unicament a 17 °C
com a control de la qualitat inicial de 1’ejaculacio, ja
que s’ha comprovat que les uniques alteracions mor-
fologiques que provoca la congelacio son canvis de
volum en I’espermatozoide per efectes osmotics
(Garcia-Herreros et al., 2008; Petrunkina et al.,
2005). En el recompte d’espermatozoides anomals
es van incloure aquells que presentaven gota cito-
plasmatica proximal, cua doblegada, cua enrotllada,
cua trencada o alguna malformacio del cap. La moti-
litat es va examinar sobre placa calefactada a 37 °C
mitjangant un programa informatic d’analisi compu-
tada (CASA, SCA Production 2002, Microptic SL,
Barcelona). Es van analitzar onze parametres ciné-
tics: motilitat total, recorreguts circulars, velocitat
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curvilinia (VCL), velocitat lineal (VSL), velocitat
mitjana (VAP), linealitat (LIN = VSL/VCL), rectitud
(STR = VSL/VAP), oscillaci6 (WOB = VAP/VCL),
amplitud del desplagament lateral del cap (ALH),
freqiiéncia de batuda (BCF) i motilitat progressiva
(espermatozoides amb STR superior al 45 %). La vi-
abilitat espermatica es va mesurar a través de la inte-
gritat de la membrana mitjancant 1’Gs de les sondes
fluorescents SYBR-14/PI (Molecular Probes, Euge-
ne, OR, EUA) i la resisténcia osmotica dels esper-
matozoides es va valorar segons el test ORT (Schil-
ling et al., 1984; Pérez-Llano et al., 1998), calculant
el percentatge com la mitjana d’espermatozoides
amb acrosomes no reaccionats en solucions isotoni-
ca 1 hipotonica.

Inseminacio artificial (IA)

Totes les truges va ser tractades amb PMSG/hcCG
(Gestavet, Hipra, Girona) per induir i sincronitzar
I’ovulacié. Després de 48 hores de la induccid hor-
monal, les truges van ser inseminades aleatoriament
amb un dels quatre tractaments descrits. Cada setma-
na es van extreure entre dues i tres ejaculacions i es
van inseminar un minim de dues truges per cada eja-
culacid, una amb la porcio FS i I’altra amb la porcié
FTS. Es van realitzar dues inseminacions de 30 ml
per truja i tractament en un interval de quatre hores
(Waberski et al., 1994), corresponents a una concen-
tracid de 1 x 10° spz/inseminaci6 per a la porcid FS
(Gil, 2006; Watson i Behan, 2002) i 7,5 x 10° spz/in-
seminacid per a la porcio FTS. Les inseminacions es
van dur a terme amb la sonda postcervical Soft-
Quick (Import-vet SA, Barcelona). El nombre de
truges prenyades es va detectar 28 dies més tard per
ecografia (Echoscan T-100, Import-vet SA, Barcelo-
na) i també es va determinar el nombre de garrins
nascuts.

RESULTATS I DISCUSSIO

Tretze ejaculacions van ser classificades estadistica-
ment com a GFE i 13 com a PFE. Els resultats de
I’analisi espermatica es mostren a la taula 1. L’esti-
macié de la congelabilitat de les ejaculacions d’a-
cord amb els parametres cinétics no va ser possible
als 17 °C perqué no es van observar diferéncies entre
GFE i PFE en cap dels parametres analitzats pero si
als 5 °C, moment en el qual es van observar diferen-
cies en resisténcia osmotica, motilitat progressiva,
LIN i STR (#-student, P <0,05). Sén d’especial re-
llevancia els baixos valors de LIN i STR a 5 °C, que
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coincideixen amb [’existéncia d’espermatozoides
amb un moviment hiperactivat, tal com s’ha obser-
vat en espermatozoides capacitats (Schmidt i Kamp,
2004). S’ha demostrat que el semen congelat pateix
modificacions semblants a la capacitacid, anomena-
des criocapacitacio, que es manifesten en aquest ti-
pus de moviment a causa de canvis en la fluidesa de
la membrana de 1’espermatozoide durant el xoc per
fred, especialment entre els 17 i els 5 °C (Watson,
2000; Andrabi, 2007), i el qual desapareix en des-
congelar (Guthrie i Welch, 2005; Saravia et al.,
2007) coincidint amb I’increment de LIN i STR.
Aquest procés disminueix la supervivencia de I’es-
permatozoide i, per tant, les oportunitats d’arribar a
fecundar I’oocit (Green i Watson, 2001), 1 es proposa
que la mortalitat provocada per la criocapacitacio
podria ser la causa de 1’abséncia d’hiperactivacid ob-
servada en descongelar (Cremades et al., 2005). En
PFE els valors de LIN i STR s6n inferiors que en
GFE i, per tant, es pot concloure que els PFE tenen
un major index de criocapacitacid, i aix0 suggereix
una alta inestabilitat de la membrana dels seus esper-
matozoides.

Els resultats de la IA (vegeu la taula 2) demos-
tren, tal com s’esperava, una disminucio6 de la fertili-
tat en PFE. El nombre de truges prenyades no va va-
riar entre el tractament FTS-GFE i els tractaments
control (FS-GFE/PFE) pero si entre el tractament
FTS-PFE i els tractaments control i entre el tracta-
ment FTS-PFE i el tractament FTS-GFE. En ambdds
casos el nombre de truges prenyades va ser inferior
en FT-PFE (model lineal general, post-hoc Bonferro-
ni, P <0,05). No es van observar diferéncies en el
nombre de garrins nascuts entre els quatre tracta-
ments assajats. Els resultats demostren que les ejacu-
lacions amb baixa motilitat progressiva i viabilitat
espermatica postdescongelacid tenen una fecunditat
fins a dues vegades inferior que la de les ejaculaci-
ons amb bona congelabilitat, fet que molt probable-
ment esta lligat a la seleccio que es produeix in vivo
en favor dels espermatozoides mobils i viables (Tay-
lor et al., 2008).
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Taula 1. Analisi de qualitat espermatica en tres etapes de la criopreservacio (17 °C, 5 °C i 240 min postdescongelacio)

Analisi de la qualitat espermatica 17 °C 5°C 240 min postdescongelacié
Resisténcia osmotica (%) GFE 91,33 £1,13 **94 47 £ 0,57 *83,03+1,19
PFE 89,19+ 1,61 96,31 +0,34 78,24 £ 1,78
Viabilitat (%) GFE 90,15+ 0,78 86,95+ 1,24 **50,99 + 2,25
PFE 89,63 £ 0,68 86,22 +£2,14 25,67 £ 2,66
Motilitat
Motilitat total (%) GFE 96,95 + 0,43 99,47 £ 0,07 **87,73 £2,16
PFE 97,05 + 0,46 93,46 + 5,08 40,84 + 8,05
Motilitat progressiva (%) GFE 90,15 +0,78 *72,18 0,76 **55,46 + 3,02
PFE 89,63 +£0,68 61,30 + 4,85 21,65 +5,33
Recorreguts circulars (%) GFE 96,95 + 0,43 66,11 £2,26 **39 69 + 2,08
PFE 97,05 + 0,46 70,90 + 4,73 19,71 + 3,80
VCL (um/s) GFE 67,90+ 1,51 89,73 £ 3,29 **47. 54 £ 2,46
PFE 65,00 + 1,65 85,51+ 7,00 33,26 + 3,24
VSL (um/s) GFE 53,19 +2,80 37,42+ 1,13 *%2825+ 1,33
PFE 56,03 + 3,21 32,09 +£2,94 18,67 £ 2,51
VAP (um/s) GFE 55,57 +2,54 60,12 + 1,89 *%37 85+ 1,88
PFE 57,88 £ 4,12 55,16 £ 4,59 24,98 £ 2,95
LIN (%) GFE 26,56 = 0,97 *%4) 58 £1,12 59,76 £ 1,21
PFE 26,54 + 1,28 37,39 + 1,51 53,09 + 3,46
STR (%) GFE 40,77 £ 1,58 *%62.60 £ 0,87 74,82 £ 0,91
PFE 42,06 £ 2,38 57,69 £ 1,19 71,91 +£2.36
WOB (%) GFE 4852+ 1,35 67,70 £ 0,86 *79,74 + 0,69
PFE 47,11 £ 1,67 64,67 £2,16 72,62 +£ 2,736
ALH (pm) GFE 2,49 +0,10 3,74+0,13 2,16 £ 0,06
PFE 2,69 +0,21 3,77+0,23 1,79 +0,19
BCF (Hz) GFE 6,56 +0,11 6,49 + 0,09 *6,38 = 0,06
PFE 6,59 +0,12 591+0,27 4,65+ 0,67

Es mostren les mitjanes i ’error estandard. Els 13 parametres qualitatius es van assajar sobre 13 ejaculacions amb
bona congelabilitat (GFE) i 13 ejaculacions amb mala congelabilitat (PFE). Els valors dels parametres amb asterisc
son estadisticament diferents entre GFE i PFE per a I’etapa a la qual es refereixen (*P < 0,05; **P <0,01).

Taula 2. Resultats de la inseminacid artificial postcervical

Porcio FS (control) Porcio FTS

GFE PFE GFE PFE
Mascles porcins (n =15) 9 9 9 9
Ejaculacions (n = 26) 13 13 13 13
Truges inseminades (7) 21 20 26 19
Volum inseminat per truja (ml) 30 (x2) 30 (x2) 30 (x2) 30 (x2)
Concentracid (x10° spz/inseminacio) 1 1 7,5 7,5
Truges en les quals es va observar reflux (n) 4 2 8 4
Truges prenyades als 28 dies (7) 17! 17! 16 562
Taxa de fecundacid (%) 80,95 85 61,54 26,32
Garrins nascuts vius (7) 10,06 + 0,89 11,27 +£ 0,61 8,64 £ 0,94 9,40 +£0,93
Garrins totals () 10,65 +0,74 12,13 +£0,57 9,36 + 1,15 10,60 + 1,21

Per al nombre de garrins es mostren les mitjanes i I’error estandard. FS-GFE: semen refrigerat d’ejaculacié amb bo-
na congelabilitat; FS-PFE: semen refrigerat d’ejaculacié amb mala congelabilitat; FTS-GFE: semen descongelat d’e-
jaculacié amb bona congelabilitat; FTS-PFE: semen descongelat d’ejaculacié amb mala congelabilitat. Els valors a
la mateixa fila amb diferent superindex son significativament diferents (** P < 0,05; 2P < 0,01).
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