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En los ultimos afos se asiste en Espaifa a una rapida pérdida y desaparicion de
razas de ganado autoctonas, al ser desplazadas por razas de mayor
produccién. Las primeras, aunque poco competitivas en produccion intensiva,
constituyen una importante reserva de variabilidad genética, que seria
totalmente irrecuperable en caso de desaparicion.

Introduccion » .
ReC|p|ente criogenico

en el CBA (Deva) de
almacenamiento

de las dosis del

Banco de Recursos
Zoogenéticos de

raza Gochu Asturcelta.

Segun la FAO (Interlaken, 2007), al
menos una raza de ganado doméstico ha
desaparecido cada mes desde hace 7
anos, y en torno al 20 por ciento de las
razas ganaderas se encuentran en este
momento en peligro de extincion.

Por todo ello, existe la obligacién de
conservar ese patrimonio con todas las
herramientas disponibles. Una vez identi-
ficados y caracterizados los recursos
genéticos de un pais y de una region
concreta, se pueden conservar in situ o
ex situ. Los métodos in situ mantienen a
los animales en el habitat donde estan
adaptados, mientras que los métodos
ex situ sacan los recursos genéticos ani-
males de su medio ambiente tradicional.
La conservacion ex situ incluye la recogi-
da y congelaciéon de semen, 6vulos o
embriones, mediante la instauracion de
Bancos de Recursos Zoogenéticos (BRZ).
Estos, ademd&s, pueden resultar de gran
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ayuda en los programas de cruzamiento,
incrementando el tamano efectivo de las
poblaciones, ya que los individuos repre-
sentados actiian como miembros adicio-
nales de las mismas por tiempo indefinido,
suponiendo, junto con la aplicaciéon de las
tecnologias reproductivas (inseminacion
artificial, transferencia de embriones, fer-
tilizacién in vitro, etc), una contribucién
importante en la conservacion.

Los BRZ tienen gran importancia en la
recuperacion de las razas y lineas aban-
donadas. Por otra parte, el almacena-
miento de gametos, embriones y tejidos,
reduce el coste de la conservacion in situ
y garantiza su mantenimiento en casos de
una epidemia, por el riesgo creciente de
epizootias o enfermedades emergentes
que obliguen a su sacrificio.

Existen razones diversas (econdémicas,
sociales, politicas, religiosas, etc.) por las
que determinadas especies han de ser
incluidas en un BRZ y estos motivos para
su inclusién, son a menudo, interdepen-
dientes. Pero independientemente de lo
que lleve a la instauracion de un banco de
estas caracteristicas, hay que tener claro
que, mientras que las razones del almace-
namiento pueden cambiar con el tiempo,
los productos almacenados no se alteran,
por lo que un BRZ tiene un enorme poten-
cial para multiples aplicaciones, incluso no
previstas en el momento de su creacion.

Actualmente, en el Principado de As-
turias, el Area de Selecciéon y Repro-
duccion Animal del Centro de Biotecno-
logia Animal del SERIDA en Deva, trabaja
en la creacion de un banco de germo-
plasma (semen y embriones) de las razas
autdctonas en peligro de extincion, que
son la vaca Asturiana de la Montana o
Casina, la oveja Xalda, la cabra Bermeya,
el poni Asturcén y el “Gochu Asturcelta”.
En dicho trabajo participa la Direccion
General de Ganaderia de la Consejeria de
Agroganaderia y Recursos Autdctonos,
involucrando también a las Asociaciones
de Criadores (ASEAMO, de la Asturiana
de la Montana; ACOXA, de la oveja
Xalda; ACRIBER, de la cabra Bermeya;
ACPRA, del Asturcén y ACGA, del Gochu
Astur-celta) para la cesion de animales
donantes.
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Criopreservacion de
dosis seminales del
Gochu Asturcelta con
destino al BRZ

Se describen aqui, en orden cronolo-
gico, las diferentes fases que se han ido
desarrollando con objeto de recoger
semen de los donantes seleccionados,
para su posterior congelacion e inclusion
en el BRZ.

Adiestramiento

Las instalaciones necesarias para el
desarrollo de una unidad de recogida
seminal del cerdo de raza Gochu Astur-
celta se componen de las verraqueras
destinadas a los cerdos en fase de entre-
namiento, otras destinadas a los cerdos
en fase de recogida, una sala de colecta
de semen, un area de laboratorio y, por
Ultimo, un local de almacenamiento de
los recipientes criogénicos que contienen
el banco de germoplasma.

Los machos seleccionados en base a
sus aptitudes morfoldgicas y genéticas
por la Asociacion de Criadores del Gochu
Astur-Celta (ACGA), llegan al Centro de
Biotecnologia Animal de Deva y, para su
adaptacion, son alojados en unos par-
ques de tierra, sin someterlos a ningun
tipo de manipulacién especial. Esta fase
abarca desde que los animales ingresan
en las instalaciones del Centro hasta que
alcanzan la pubertad.

Posteriormente se inicia la fase de
adiestramiento, conduciéndolos a la sala
de recogida, para que se familiaricen con
el maniqui (también llamado potro de
salto), siendo fundamental que dicha
tarea la realice la persona encargada de
su cuidado y manejo diario. Un verraco
puede comenzar a ser entrenado a partir
de los 6-7 meses de edad, no debiendo
presentar inconveniente alguno para su
entrenamiento, aquellos verracos adultos
que ya hayan sido usados en monta na-
tural.

El potro debe estar impregnado de
olores que estimulen la libido del animal,
rocidandose para ello con orina de cerda
en celo, semen o esmegma de otro
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macho, existiendo en el mercado nebu-
lizadores de feromonas de cerda. El ope-
rario debe realizar movimientos de vaivén
con el maniqui para, posteriormente,
mantenerlo inmadvil, representando la
inmovilizacion de la cerda en celo.

Las sesiones de entrenamiento no
deben ser excesivamente largas, con una
duracion total de unos 15 minutos y ca-
racter diario, si es posible, por la manana
y por la tarde.

La raza Gochu Asturcelta es mas rusti-
ca, vital y agresiva, que otras razas co-
merciales, lo que lleva consigo dificulta-
des anadidas en su adiestramiento.

Durante el entrenamiento, las reaccio-
nes de los verracos ante el potro deben
ser analogas a las que manifiestan frente
a las hembras en celo: identificacién, olfa-
teos, salivacion, golpes de hocico, inten-
tos de monta y salto atil. En ocasiones,
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los verracos muestran reacciones contra-
rias a las citadas, tales como impasibi-
lidad, miedo y agresividad, no siempre
faciles de modificar y corregir. Los signos
que motivan el salto no son especificos y
la inmovilidad del objeto presentado
constituye el factor que desencadena la
respuesta sexual.

Recogida de semen

La sala de recogida debe ser lo sufi-
cientemente grande como para permitir
la seguridad de la persona encargada de
realizarla, asi como de facil limpieza y
desinfeccion, lo que se realizara tras la
conclusién de cada jornada de trabajo.

El material necesario para la recogida
se compone bdasicamente del potro o
maniqui de monta, instalado sobre una
alfombra perforada de goma antideslizan-
te. Ademads, forman parte del equipo
basico para la recogida: los termos, para

¥

Semental sobre
maniqui de monta.
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Procesamiento

del semen para su
congelacion.
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evitar el choque térmico del semen, que
deben estar precalentados, limpios y des-
infectados tras cada recogida; los vasos o
bolsas para la recogida (también preca-
lentados); las gasas o filtros de papel,
para evitar el contacto entre la fracciéon
tapioca y la fraccién espermatica, lo que
causarfa una aglutinacién de los esper-
matozoides; los guantes para la recogida,
sOlo pueden usarse guantes de caucho
nitrilico no empolvados, ya que el polvo
utilizado puede ser un potente espermi-
cida; un pulverizador que contenga una
dilucion de clorhexidina para limpiar y
desinfectar el pene.

El proceso de recogida tiene una dura-
cion variable segun el tipo de verraco y
oscila entre los 5 y 15 minutos. Es muy
importante observar bien el semen para
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poder definir de forma 6ptima las diferen-
tes fases:

— Fraccion pre-espermatica: es la pri-
mera emision del eyaculado, de
aspecto transparente, muy liquida y
de escaso volumen (10-15 mb.
Corresponde a un liquido proceden-
te de las glandulas accesorias, a me-
nudo contaminado, ya que enjuaga
las vias genitales, en particular en su
parte terminal (pene). No se recoge.

— Fraccion espermatica rica en esper-
matozoides: es de color blanco y
muy densa, de aspecto lechoso.
Tiene una alta concentracion de
espermatozoides, con un volumen
que varia entre los 50 y 150 ml, es la
que nos interesa recoger para su
procesamiento.

— Fraccién post-espermatica: es pobre
en espermatozoides, blanquecina
transparente, con grumos gelatino-
sos (tapioca), con un volumen que
puede alcanzar los 200-300 ml y
que procede, esencialmente, de la
secrecion de las glandulas acceso-
rias (prostata, vesiculas seminales).
Puede estar intercalada con emisio-
nes intermitentes de fraccioén rica.

En nuestra experiencia, el entrena-
miento de los verracos para la obtencion
de semen con destino al BRZ tuvo un
93,3% de éxito, ya que conseguimos
recuperar semen de 14 de los 15 machos
que la Asociacién de Criadores cedi6. Se
recogido semen en 267 ocasiones de las
298 sesiones totales (89,5% de éxito en
la recogida), procesandose para su con-
gelacion cerca del 97% de los eyacula-
dos obtenidos, elimindndose tras su des-
congelacion por no reunir los minimos
requisitos de calidad el 15% de los mis-
mos.

Procesamiento del semen porcino para
su congelacion

Las caracteristicas especiales del
semen porcino hacen que deban disenar-
se protocolos de congelacion especificos
para esta especie. El éxito en la congela-
cién seminal porcina depende del cono-
cimiento de los factores y sus interaccio-
nes, que influencian la capacidad del es-
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permatozoide para sobrevivir a la conge-
lacion y la descongelacion. Estos factores
pueden clasificarse en dos categorias:
factores internos, inherentes a las carac-
teristicas de los espermatozoides porci-
nos y las diferencias entre verracos y eya-
culados y por otro lado, factores exter-
nos, como la composicion del diluyente
utilizado, el tipo y la concentracién del
crioprotector, las tasas de dilucion del
eyaculado, la velocidad de enfriamiento y
el método de congelacion y descongela-
cion del semen. Los factores externos
pueden ser manipulados o modificados
para optimizar los protocolos de congela-
cion, pero los internos, no.

Los diluyentes empleados en los pro-
cesos de congelacidon de semen porcino,
estan basados en la utilizaciéon de la yema
de huevo y el glicerol como agentes crio-
protectores, una elevada concentracion
de azlcares y la adicién de un detergen-
te (Orvus et Paste). La yema de huevo
protege frente al shock por frio a las
membranas de los espermatozoides de
diferentes especies animales domésticas,
pero en el caso del porcino, ocurre en
menor medida. Afortunadamente, ese
efecto protector puede incrementarse
con la adicibn del mencionado deter-
gente sintético Orvus et Paste (OEP) al
diluyente. Hoy en dia es conocido como
Equex Stem (Nova Chemical, Estados
Unidos) o Equex Paste (Minitub, Alema-
nia). Parece que incrementa la funcion
espermatica en presencia de la yema de
huevo, porque dispersa los conglomera-
dos lipidicos de la misma formados tras
la diluciéon del semen, mas que por un
efecto directo en la membrana plasmati-
ca (Pursel et al., 1975).

Ademas, aunque se han probado
diversos crioprotectores en la formula-
cion de los diluyentes para congelacion
de semen porcino, el mas eficaz sigue
siendo el glicerol (Watson, 1995), pero
aun usandolo a los niveles adecuados
para una criopreservacion optima, los
espermatozoides porcinos son mas sensi-
bles a él que los de otras especies.

En los Ultimos anos, los protocolos de
criopreservacion e inseminacion han sido
mejorados sustancialmente, con el de-
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sarrollo de nuevos sistemas de envasado
y la optimizacion de los protocolos de
congelacion. Esto ha repercutido positiva-
mente en una mejor calidad espermatica
tras la descongelacion. Sin embargo, es-
tos prometedores avances se ven empa-
nados por la existencia de una elevada
poblacion de verracos cuyos espermato-
zoides muestran una permanente mala
congelabilidad, que cuestiona su empleo
efectivo en cualquier programa de con-
servacion (Medrano et al., 2002).

Una diferencia esencial entre la refri-
geracion y la congelaciéon es que la
mayoria de los eyaculados responden
bien a la primera, pero de forma muy
variable a la segunda. Esto ultimo, es un
hecho constatado en la especie porcina
desde hace tiempo (Larsson et al., 1976).

En nuestro trabajo con verracos del
Gochu Asturcelta (ver tabla 1), los eyacu-
lados se recogieron dos dias por semana,
con un descanso de tres entre ambos,
mediante el método de la mano enguan-
tada. Las fracciones ricas en espermato-
zoides se diluyeron (1:1, v / Vv) en
Beltsville Thawing Solution (BTS) (Pursel y
Johnson, 1975). Tras la recogida, se
determinaron las caracteristicas semina-
les (concentracion espermatica, motilidad
subjetiva y obijetiva, integridad del acro-
soma y morfologia espermatica), median-
te las técnicas laboratoriales habituales
(Martin-Rillo et al., 1996). Se procesaron
solo los eyaculados con mas de un 75 %
de espermatozoides matiles progresivos
y mas de un 80 % de espermatozoides
con los acrosomas normales.

Inmediatamente tras su evaluacién, la
fraccién espermatica diluida se enfrio len-
tamente hasta 17° C en un bano termos-
tatico programable durante 240 minutos.
A continuacion, se procedi6 a su centrifu-
gacion (Megafuge 1.0 R, Heraeus,
Alemania) a 2400 x g durante 3 minutos,
eliminandose posteriormente el sobrena-
dante.

El semen se congelé usando una
modificacién del procedimiento de con-
gelaciéon en pajuelas descrito por Wes-
tendorf et al. (1975) adaptado a las dosis
seminales de 0,5 ml por Thurston et al.
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Tabla 1.-Actividad
realizada con destino al
Banco de Recursos
Zoogenéticos (BRZ)
con donantes de raza
Gochu Asturcelta.

semena Thns
NICER 10
ARAMO 10
SIERO 5
CANDANU ACGA-092 44
ACGA-097 32
ACGA-077 39
ACGA-308 42
ACGA-393 16
ARAMO ACGA-073 19
ACGA-302 15
ACGA-2049 5
ACGA-0599 5
ACGA-2012 23
ACGA-3223 15
ACGA-907 18
TOTAL 208

(1999). Tras la centrifugacion, los pellets
de cada eyaculado se unieron y se dilu-
yeron hasta una concentracion de 1.500
x 10° espermatozoides / ml con un dilu-
yente a base de lactosa y yema de huevo
(LEY, del inglés lactose-egg yolk; con pH
6,2 y 330 £ 5 mOsmol / kg). Contiene un
80 % (v / v) de una solucién de B-lactosa,
20 9% (v / v) de yema de huevo y 100 mg
/ ml de sulfato de kanamicina. Tras un
enfriamiento programado hasta 5° C
durante 120 minutos, los espermatozoi-
des diluidos se resuspendieron hasta una
concentracion final de 1.000 x 10° célu-
las / ml con un diluyente a base de LEY,
glicerol y Orvus es Paste (LEYGO; con pH
6,2 y 1650 = 15 mOsmol / kg). Contiene
un 92,5 % (v / v) de LEY, 6% (v / v) de
glicerol y 1,5% (v / v) de Equex STM
(equivalente a Orvus es Paste; Graham
etal, 1971).

El semen diluido se envasé en las
dosis seminales (0,5 ml; IMV Technolo-
gies, L"Aigle, Francia) a 5° C. La congela-
cion se llevé a cabo en un biocongelador
programable (Minidigitcool, IMV Techno-
logies, L'Aigle, Francia) con descensos
programados de temperatura de 5 a -8°
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Sesiones Lotes Dosis en
Efectivas Eliminados BRZs
10 1 1716
5 0] 981
0 0 0
41 2 941
26 5 1367
37 2 1848
34 1 1577
16 0 1753
19 0 1482
15 0 1474
0 509
4 4 0
23 0 1341
15 0 1318
17 1 1602
267 16 17909

C a 20° C/ minuto, de -8 a -120° C a 69°
C / minuto vy, finalmente, de -120° C a
-140° C a 20° C / minuto (Purdy, 2008).
Tras su congelacién, quedaron almacena-
das en nitrogeno liquido.

Para su descongelaciéon, las dosis
seminales se introdujeron en un bano de
recirculacion a 50° C durante 12 segun-
dos (Thilmant, 1998) y se diluyeron en
BTS a 37° C (1:1, vol / vol) para su valo-
racion.

Produccion de dosis

seminales refrigeradas y/o
congeladas/descongeladas
para inseminacion artificial

El semen de ocho de los verracos
seleccionados para formar parte del BRZ
ha sido utilizado mediante inseminacion
artificial, suministrandose dosis seminales
refrigeradas a diferentes granjas, por
peticion de la Asociacion de Criadores,
para aprovechar la variabilidad genética
que aportan los donantes. Por otra parte,
con el objetivo de comprobar la eficacia
y, fiabilidad del banco de germoplasma,
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se realizaron inseminaciones experimen-
tales con semen congelado / desconge-
lado.

Hay dos factores principales que afec-
tan la funcién espermatica: la temperatu-
ra a la que se recoge el semen y se alma-
cena tras su dilucion y las condiciones del
medio donde se diluye. Los espermato-
zoides se encuentran en el plasma semi-
nal, que suministra los nutrientes necesa-
rios para mantener una elevada actividad
metabdlica, necesaria para el proceso de
transporte espermatico a través del trac-
to genital femenino. Pero, en el eyacula-
do, esta actividad sélo puede mantenerse
durante un periodo muy limitado de tiem-
po. Para poder conservar los espermato-
zoides durante periodos mas prolonga-
dos, es necesario que se reduzca su acti-
vidad metabdlica, mediante la dilucion en
un medio adecuado y la reduccién de la
temperatura.

Se entiende por diluyente la solucién
acuosa que permite aumentar el volumen
del eyaculado para producir las dosis
seminales, debiendo preservar las carac-
teristicas funcionales de las células esper-
maticas y manteniendo el nivel de fertili-
dad adecuado. Para llevar a cabo su
mision, el diluyente debe aportar los
nutrientes necesarios para el manteni-
miento metabdlico del espermatozoide
(glucosa), la protecciéon frente al shock
térmico por frio (albumina sérica bovina,
BSA), controlar el pH del medio (bicarbo-
nato, TRIS y HEPES), la presion osmdtica
(sales como NaCl y KCI) y la inhibicion del
desarrollo microbiano (antibidticos).

Las caracteristicas peculiares que pre-
senta el espermatozoide porcino hace
que sea muy sensible al shock por frio
(Pursel et al., 1973), debido a la composi-
cion lipidica de su membrana. En la prac-
tica, dicha susceptibilidad supone que
las muestras deban ser conservadas a 15
-17° C, pues una reduccion en la tempe-
ratura de almacenamiento limita la viabili-
dad de las muestras seminales (Paulenz
et al, 2000). La conservacion a esta tem-
peratura limita la capacidad de almacena-
miento, ya que no disminuye el meta-
bolismo celular y no se pueden controlar
las condiciones microbioldgicas con la
misma efectividad que a 5° C.
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El enfriamiento rapido del semen
desde la temperatura corporal a la que se
eyacula hasta temperaturas inferiores a
15° C da lugar a una pérdida en la viabili-
dad espermatica. Sin embargo, cuando
las muestras seminales se mantienen
durante varias horas por encima de 15° C,
los espermatozoides adquieren una resis-
tencia gradual al shock por frio.

Tecnologia Agroalimentaria - n.° 11
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Primeros lechones
nacidos por |.A. con
dosis seminales
descongeladas del
BRZ.

Con las dosis refrigeradas producidas
en el CBA de Deva, destinadas a ganade-
rias de socios de ACGA de diferentes
concejos del Principado, hasta el mo-
mento, han nacido 126 lechones en 16
partos.

La mejor prueba de la fiabilidad de las
dosis seminales que han entrado a formar
parte del BRZ, ademas de todas las deter-
minaciones de calidad que se les realizan
en el laboratorio, es comprobar su capa-
cidad para gestar hembras. Para ello, dos
hembras inscritas en el Libro
Genealdgico del Gochu Asturcelta se
inseminaron con semen descongelado
del BRZ, quedando ambas prenadas, con
el nacimiento de 15 lechones . En este
caso se utilizé semen de un ejemplar de
enorme interés genético e imposibilitado
para la monta natural, de modo que, la
Unica forma de aportar a la raza su varia-
bilidad genética pasaba por el uso de la
inseminacion artificial.
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