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RESUMETN

Se evaluaron cuatro de los diluyentes m&s usados en los pafses
en que se practica la Inseminacid®n Artificial con semen de cerdo re-
frigerado. La evaluacidn de los diluyentes se basé principalmente en
la recuperacién espermética que tuvo el semen dilufdo y almacenado
en refrigeracién (5°C), hasta 72 horas.

Se trabafaron 10 sementales, de cada uno se obtuviercn tres e-
yaculados, obteniendose asf un total de 30 muestras. Cada eyacula-
do se dividié en 5 partes, 4 partes para ser dilufdas con 4 diferen-
tes diluyentes en proporciébn 1:3 (v/v), v otra parte de semen no di-
lufdo que sirvi6é como control, posterlormente se almacenaron las mues
tras en refrigeracién a 5°C.

Se evalué la motilidad de cada eyaculado al momento de la obten
cibn y después de ser diluido cada 24 horas, hasta cumplir 72 horas, -
las muestras almacenadas en refrigeracidén fueron sometidas a un perfo-
do de recuperacién en bafo Marfa a 37°C durante una hora, antes de
ser evaluadas. También se determin® el porcentaje de espermatozoides
normales de cada muestra.

Los diluyentes evaluados fueron; el KHARKOV, el KIFV, el EGB (E
gg yolk, Glucose, Bicarbonate), y el TRILL,

los resuitados obtenidos mostraron que el diluyente EGB fue el
mis eficlente en todos los aspectos evaluados, los diluyentes KHAR-
KOV y TRILL mostraron buenos promedios pero inferiores a los del EGB,
y el diluyente KIEV resultd con valores mds bajos que los del control.



INTRODUCCION

A través de los anos, los antiguos cerdos se fueron modificando
en forma y constitucién y en la actualidad son pricticamente las me-
jores maquinas animales para la transformacidén de los diversos alj-
mentos vegetales, en carne y grasa de gran calidad y exquisito sabor.

Todo ello se ha logrado a3 cambio de proporcionarles cada vez,
mejores alimentos, mejoras genéticas y alojamiento adecuado, el cer-
do ha respondido produciendo carne en el menor tiempo posible, con
lo cual, los criadores obtienen ganancias normalmente.

La porcicultura ocupa un lugar destacado en el plan de desamrro
1lo de la ganaderfa naclonal, va que ¢l cerdo es un animal muy eficaz
en la conversién de alimento, de gran rendimiento en canal y en la
produccibn de carne de calidad.

51 se considera el ripido aumento demogr&fico de nuestro pafs y
la baja tasa de produccién de alimentos cérnicos para consumo huma
no, se observar8d que es de suma importancia realizar nuevas tégnicas
v métodos que eleven la cantidad vy calidad genética de nuestros hatos
para obtener animales con un mayor rendimiento.

Por ser la poblacidn porcina una importante fuente para el abas
to, es nccesario la aplicacidn de tales procedimlentos, lo que reper
cutirfa en el Incremento de nuestra produccidn,

Se ha valorado el tremendo potencial genético que representa la
inseminacién artificial (IA) y se ha puesto al alcance del ganadero.



Tentendo en cuenta que la produccibn de carne de porcino tiene una
enorme importencia ¥y guc los avances tecnolbgicos y de manejo de las -
explotaciones, ésta técnica va a determinar un gran incremento en la -
fertilidad y la prolificidad, ya que México es un pafs idbneo para la ex-
tensiébn y aplicactbédn de la 1A porcina.

La IA porcina como método para mejorar la calldad genética en el ga
nado porcino se uttliza actualmente en casli todo el mundo y nos ofrece ~
1a oportunidad de contribulr al aumento de los productos de origen ani--

mal, siempre que 13 IA se realice con semen de cerdos genéticamente su
periores en pruebas de seleccidn.

Actualmente se acepta el papel de 12 1A en 13 mejora ganadera, aun-.
que sea algo sorprendente que en la especie porcina su desarrollo haya
sido m8s lento que en otras especies, nos encontramos con 1a escasez
de verracos dotados de alto valor genético que nos permita un progreso -
productivo de las explotaciones, 1a {alta de estos verracos puede ser {4
cilmente compensada por &l empleo de 1la IA que permite fecundar con el
mismo nimero de reproductores un ntimero de hembras 10 a 15 veces su—-—
perfor que con la monta natural {(18).

Algunas de las ventajas que ofrece la IA son:
- Utiltzacid4n al maximo de los reproductores de mayor valor genético, -
cona lo que se pucde realizar una répida mejora en las granjas porcinas.

~ Se puede inseminar de 6 a 1Z hembras con un solo eyaculado, incre--
mentando la influencia del verraco sobre el hato.



Aislamiento sanitario de la explotacibn evitandose la entrada de nue
vos reproductiores cventuales portadores de eafermedades.

Evitar la difusidén de enfermedades infectocontagiosas o parasitarias
por vfa venérea.

Disminucib6n del nGmero de verracos con el consiguiente ahorro de
espacie, alimentacibn, alojamicento, etc.

Ahorra tiempo para los productores que destetan grupos de cerdas y
necesitan cruzar un gran nimero de ellas en corto tlempo.

Evita el riesgo de utilizar animales muy grandes o muy pesados pa-—
ra el cruce con hembras primerizas.

Disponibilidad de llevar registros detallados de apareamiento necesa
rios para un buen manejo del hato.

Una valoracidbn més r&pilda del semen gracias sl andlisis macroscétpi
co y microscébpico de éste, se cvalua el semen para determinar la
utilidad del semental, lo que permite prescindir de sementales que -
presentan esperma de baja calidad, no debe confundirse la evalua-

cidén del semen con la prueba de fertilidad.
- Posibilidad de prugiamoc!ién de cruzamientos interraciales para la -
obtencibn de hibridos comerciales.
Evita pérdida de tiempo y estres en los reproductores ya gque no es -

necesarlo desplazar 8 los mismos (1,2,3,5,7,12,18,20,23).

Algunos de los inconvenientes que prescnta la practica de la IA -
son:
~ Reducide nimero de dosis gque se pueden obtener de un eyaculado
semanal de verraco, ya que como miximo producen de 20 a 30.

~ Mediante el semen pueden transmitirse organismos como leptospira,
Brucella, Bordetella y Erysipela.




- Tiempo de conservacibén del esperma reducido, ya gque hasta ahora so

lo se consigue un méximo de 5 diss con csperma refrigerado {18, -
20, 23).

En México no existe un centro de Inseminaciédn Naclonal, sino -

utilizacidén del método en grandes y pequefias explotacliones colectivas.
7).

COMPOSICION QUIMICA DEL SEMEN DE VERRACQO

Las primeras investigaciones sobre la composicidn quimlica del se
men de verraco fueron realizadas por Mc Kenzle, analizando su con-
tenido para cloruro, glucosa, urea, creatinina, sb6lidos y nitrogeno -
o1g8niice total { Citado por Borton, 1965 ).

El semen de verraco tiene un alto contenido de &cido cltrico, -
cuya misiébn serfa intervenir en los procesos de gelificacién, por el
contrario es relativamente baja su concentracidén de fructosa, caracte-
rfstica igualmente en el semen de verraco es la presencia de ergotio-
nefna que controlarfa la motilidad espermatica, y la de inositol, que
tendria una misién nutricia del espermatozoide (18).

Los resultados que reporta Mann sobre el estudio bioquimico del
semen de verraco, revelan bajo contenido de fructosa y sorbitol, alto
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contenido en &cido citrico, ergotionefna e {(nositol comparado con la de -
otras especies (citado por Borton, 1965},

En otro estudio sobre la bloquimica del semen de verraco fue realiza
da por Graham, los anélists sobre carbohidratos, reportan que la gluco--
sa, la fructosa y el sorbitol son metabolizados mientras que el manitol
v glicerol sirven como intermediarios {citado por Borton, 1965S).

Los amino&cidos fueron también aislados e ldentificados, encontran-
dose en mayor concentracibn el dcido glutSmico y el &cido aspértico (1,
3).

El contenido de nitrédaeno total varib de 400 a 800 mg/100 ml, el -
cual 14 a 28% es nitrégeno no proteico (1,3).

Los estudios también reportan contenido de fosfolfpldos, colesterol
diglicérido, triglicérido y ésteres de cera. la fraccibn fosfolipfdica del
plasma seminal del verraco contiene todas las fracctones encontradas en
el espermatozoide, esto es, fosfatidilcolina y etanclamina y esfingomie~
linas (26).

Los cationes predominaenies son ¢l sodio y ¢l potasio en el plasma =~
seminal, el cual contiene concentraclones bajas de calcloc y magnesio.
La concentracldn de sodio es mayor en el plasma seminal que en el es-~
permatozoide, mientras que para el potasio ocurre lo contrario. El anidn
{norgdnico principal en el plasma seminal es el cloro (26).

las elgvadas concentraciones de Inositol en el semen de verraco =
provienen de las ves{culas seminales y probablemente reemplacen al -



cloruro de sodio en el plasma seminal al menos hasia clerto punto {(26).

la ergotionefna que aparece en elevadas concentraciones en el se-
men de verraco, se forma en las gl&dndulas vesiculares, pudiendo tener
una funcibén protectora para prevenir la oxidacién del grupo sulfhidrilo -
esencial para el esperma. La carnitina contribuye a la presidétn osmobti~
ca, actua como cofactor en la oxidacidn de los dcidos grasos (26).

Composicibn Qufmica del Semen

Constituyentes

Sodio mg. 587
Potasio mg. 197

Calcio mg. )
Madgnesio mg. 11 (5-14)
Cloro mg. 330 {260-430}
Zinc ug/mi. 31.8 {7.8-78)
Fructosa mg. 9
Sorbitol mg. 12 (6-18)
Acido cftrico mg. 173

Inositol mg. 530 (380-630)
Glicerilfosforilcolina mg. (110-240}
Ergotionefna mg. 17
Protefna g/100 mil. 3.7

AnSlisis de semen entero. los valores que se dan son los medios (mg/

100 m! de plasma seminal (26).



METABOLISMO DEL ESPERMA

Se cree por lo general que los ¢spermatozoldes estén lnmbviles, o
casi, en el epidfdimo y que su estado metabdlico estd en reposo. —
las condiclones de los tibulos son probablemente aerbbicas, al menos
en la parte proximal al epitellio y aGn asf como generalmente se supo,
nc, los espermatozoides se encuentran ¢n estado de reposo, al me-

nos se espera algo de metabolismo basal para mantener la {ntegridad
de Ja célula (26).

Aunque los espermatozoides no tienen muchos organelos asociados
con los procesos metabdlicos, son metabbdlicamente actlvos, debido a
que poscen las enzimas necesarias para llevar a cabo las reaceiones
bioqufmicas de la glucdlisis {via Embden-Meyerhof), el &cido tricar-
boxflico, oxidacifn de los dcidos grasos, transporte de electrones y
posiblemente de la via de Ias hexosas muncfcsfato (9),

1a relativamente alta concentracidn de Scido idctico en la luz epidi
dimal, puede proporcionar un sustrato para el metabolismo del esperma.
tozotde, aunque la glicerilfosforilcolina (GPC) estd presente en grandes
cantidades en el ifquido luminal, Jos espermatozoides no la pueden uti})
zar directamente, €} Scido glutdmico se oxida solo lentamente y hay pg
ca fructosa, glucosa o acetato presentes (26).

Los espermatozoeides utilizan uvna variedad de sustratos en presen-—
cia de oxf{geno, su actividad resplratoria proporciona 1os medios para
utilizar lactato o piruvato gque resuita de la fructolisls de azficares has~



ta bibxido de carbono y agua. Esta via oxidativa que aparentemente se
localiza en las mitocondrias se considera m&s eficaz en la produccibn
de energfa que la fructolists. Utilizando estos procesos catabdlicos, -
los espermatozoides convierten la mayorfa de su energfa en ATP, par-
te de ésta energfa se debe utllizar para mantener la {ntegridad de las -
membranas que protegen a las células de la pérdida de sus componen

tes vitales, la mayorfa del ATP se utilizce en los progesos de motili-
dad (9).

Bajo condiclones anaerdSbicas, el metabolismo de la fructosa en el -
espermatozoide procede por medio de la v{a Embden-Meyerhof, la hexo-
sa fosfato, la triosa fosfato y el &cido pirGvico toman parte como inter
medfarios que tlevan 2 la formacidén de dcido 18ctico, el cual tiende a
acumularse, aunque se oxid2 posteriormente en presencia de oxigeno -—
hasta biéxido de carbone y agua en el ciclo de Krebs {28},

Esta actividad fructolftica permite al espermatozoide sobrevivir -
en condiciones anaerdbicas en caso de almacenamiento para IA (9).

A} jgual que la fructosa, el esperma puede utilizar glucosa mediante
la via glucolftica y el sorbitol que ©5 ur compuesto intermedlario, puede
oxidarse comeo fructosa y servir coOmo nutriente, stin embargo se ha repor

tado que el espermatozoide de verraco no es capaz de oxidar el sorbitol
(1,3,26).

El Scido cfirico presente en el plasma seminal no puede ser utiliza
do ficilmente por los espermatozoides quiz& por la relativa impermea_



bilidad de la membrana espermética y mitocondrial por 1o que no s u-
na fuente importante de energfa (26).

Los fosfolfpidos constituyen la mayor fraccién lipfdica en el plas-
ma seminal del verraco, no se conoce en gue medida los espermatozoi
des utilizan los fosfolfpidos plasmdticos, pero cstan claramente pre -
sentes como fuente potencial de energfa al menos en el carnero (26)

la respiraciébn endbgena del plasmbdgeno intracelular puede pro=-
porcionar energfa a corto plazo cuando se agotan los sustratos exbge
nos, la peroxidacién del plasmdgeno, dcidos grasos poliinsaturados y
el palmitaldeh{do en los fosfolfpidos de las membranas celulares, re-
sultez en la formacidn de lsolecitina y otros componentes altamente ~
téxicos que destruyen la capacidad fertilizante del espermatozoide -

(9,19).

CARACTERISTICAS FISICAS DEL SEMEN DE VERRACO

El eyaculado del verraco ha sido descrito como diferemte del semen
de bovino y borrego, en virtud de su gran volumen y comparativa ba-~
ja concentraci®n espermdtica. Adem&s los investigadores han encontra-
do que los espermatozoides del verraco son Gnlcos en su comportamiento
{n vitro (1,3).

La especie porcina, desde el punto de vista de la Inseminacién
artifictal, esta clasificada entre los animales de fecundacién tipo ute-
rina, caracterizandose por ser de eyaculacién muy lenta, tarda en -
promedio 10 minutos, teniendo variaciones de 2 a 15 minutos y ser -
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estimulada por presibn, una vez terminado el coito la mayor parte del se-

men queda depositado en el Gtero. El semen eyaculado por estos anima-

les, a diferencla de los de fecundacib4n tipo vaginal, presentan un gran

volumen, en promedio de 300 ml., con variacliones de 100 a 500 ml.,, -

poca concentracibn de espermatozoides, la cifra media de concentracién
del semen de verraco es de 300000 espermatozoides por mm3, con varia—-
ciones dependientes del volumen eyaculado de 45000 miliones a 90000 -
mtllones por eyaculadeo (1,2,3,5,12,18,20,23),

El eyaculado del verraco es emitido en cuatro fracciones diferentes:
Preesperma; es una fraccidn clara amarillenta que contiene gron cantidad
de gérmenes. Fraccibn rica en cspermas; de color blanco lechoso, cons
titufda por la masa de espermatozoides procedentes vprincipalmente de -
la cola del epidfdimo v de las ampollas de Henle. Fracci®6bn postesperma;
es clara y pobre en espermatozoldes. Tapioca; constitu{da por la secre -
cién de las gl&ndulas de Cowper o bulbourcireies y préstata, ontre las
fracciones siempre se producirdn grumos de tapioca, que forma parte -
de l!la cuarta fracecibn (1,2,3,18).

En contraste otros autores mencionan solo tres fracciones, preesper
mé&tica, rica en esperma y postespermética, considerando a la taploca o
gel como parte de la primera fraccién (5,10,20,23).

El pH varia de 7.3 @ 7.9 y la temperatura promedio es de 37°C (18,
23,28).

Norfologfa esperméatica: En un evaculado normal no debe admitirse -
una cifra superlor al 25 % de morfoanomalfas esperméticas, dando - -
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se una cifra medla de 10 %, lag morfoanomalfas més frecuentes de -~
10s espermatozoides de verraco son! la presencia de gots citoplasmética,

colas enrolladas o enroscadas y aumento de tamano de la pieza in ~
termedia (10,12,18,20,23).

Si el ndmero de espermatozoides anormales aumenta, parece ser -~
que también Ja viabilidad de 1os espermatozoides normales sufre un decrg

mento. El aumento en la frecuencia de anormalidades espermdticas causa
una disminucién en l9 ferttlidad (14).

Uno de los foactores que afecta la calidad del eyaculado es la ~
frecuencia de eyaculacibn, Wallace {citado por Borton, 1965) notbé
que cuande verracos normales eran traobajados regularmente por un -
largo perfodo de tlempo, habia variaclioaes considerables en el volumen
v la concentracibédn del semen. Variaciones simtlares reportoron Mc Ken—

zie &t 2)., Mo et al. y Niwa (citados por Borton, 1865), también ob-

servaron que Ja frecuencia de cyacnwlacidn era un factor importante -

que afecta no sole el velumen y la concentracidn sino gud también la -
morfologfa y la duracibn de la motilidad.

Niwa (citado por Borton, 1365) establecié que con una recolec--—
cibn con Intervalo de 5 a 6 dfas no produce ningln efecto scbre la -
concentracidn y el volumen del semen, El también estableci6d que un
verraco vigorosoe puede ser usado una vez diarlamente pero dos veces
al dfa es sobretrabajarlo, Con un intervalo de 3 dfas se puede esperar -
un 70 a 80 % de espermatozoides normales.



Singh {(citado por Borton, 1965) estimd qug el promedio dlaric de -
producceiétn de espermatozoides es de 13.9 x 10

. sobre las bases de es-
tos hallazgos el concluyd que un intervalo de 3-4 dfas entre las recoleg

clones era necesarla para una Sptima concentraclédn seminal.

las eyaculaciones repetidas de un grupo de verracos durante 20 dfas
y o intervalos de 4 dfas, 2 dfas y un dfa, produgeron cantidades totales
degespermatozoides por evaculado de 54,9 x 107 ; 39,5 x 102 y 23.7 x —
19~ respectivamente. Esto suglere la posibilidad Jd& recolectar el semen
de los verracos diariamente, con resultados satisfactorios. Los experi—~
megxtos de deplecibn sugieren que el verraco produce alrededor de 15.5 x
107 espermatozotides diarios y que los espermatozoides de la cola del e-
pidf{dimo solo son eyaculados durante el agotamiento. La produccidn dia-
ria de espermatozoides en el verraco se cuantificd por la histologfa tes
ticular y las estumsciones varian desde 16.5 x 109 hasta 17.8 x 109 {23).

Mc Kenzie et al. (citado por Morton, 1965) reportd un incremcnto de
espermatozoides anormales cuando aumenta la frecuencia de recoleccidn,
Niwa y Gerrits {citado por Borton, 1365) estimaron que un porcentaje pro-
medic de espermatozoides anormales en verracos saludables es de 5 a 10%
estos datos concuerdan con los de otros autores (7,18,23).,

Otros factores que afectan 1a composicidn del eyaculado son la edad
del verraco y la estacién del afto, 1a calidad del semen es clarame ntc -
infertor durante los meses de verano en los que la temperatura del medio
ambiente es mayor, el volumen de semen es mds bajo durante las estacio-
nes de mdxima y minima temperature medio ambtental. Du--—--eo-e——ews -
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rante e} verano disminuye la viabilidad y el porcentaje de espermato-
zoides vivos (1,3,13).

la principal fuente de variaciébn para la mavyorfa de las caracte
rfsticas del semen es principalmente el verraco, hay variaciones -
entre eyaculados del mismo verraco (1,3,14,15).

los aspectos de manejo y nutricidn no son esenciales para la
produccidén de esperma fértil (1,3,22).

Anabliosis: Otra peculiaridad del espermatozoide de verraco gon-
clerne a su comportamiento durante la conservacién, en la cual plerde
rdpidamente su motilidad, Esta propledad del semen de verraco ha sido
referida por los investigadores rusos y japoneses como anablosis. Las
células espermiticas que esian 53jc z2n2bincis pueden ser reactivadas
por calentamiento a 37°C y agitacidn en presencia de aire. Como lo de
mostraron Polge vy Niwa (citados por Borton, 1965) la reactivacibn -
puede requerir de dos a tres horas seguidas al pericdo de almacenaje.,

Crabo, Barker, Graham y Hunter (citado por Einarsson, 1973) en -
cstudios de fnmunofluorescencia de espermatozoides de verraco, demos
traron que durante el almacenamiento el plasma seminal se precipita y
se adhlere a la superficlie del espermatozolde, esta propledad tal vez -
se debe a que el plasma seminal del verraco contiene componentesé PO
siblemente de naturaleza protefnica. Einarsson demostr® que la 1 L3
albiimina adicionada al semen entero in vitro, se adhlere a la superficie
del espermatozolide de verraco (6).
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Esta peculiaridad del semen do verraco debe ser constderada en cual

quier estudio en e} cual la motilidad estimada estd8 hecha de muestras -
almacenadas (1,3,5).

Mizuho et al. (citado por Borton, 1965) observaron una cercana rela
cién entre metabolismo y anabiosis. Cuando el semen de verraco es al-
macenado a bajas temperaturas, la anabiosis ocurre mds rédpidamente que
cuando el semen es guardado a altas temperaturas. En una prueba de con-
trol de sedimentacidn o anabliosis. Wettke et al. {citado por Borton, 1965)
examinaron la Influencia de la adicién de la gelatina a varios diluyentes -
almacenados. En todos los diluyentes estudiados la gelatina fue efecti-
va en la reduccidn y prevencién de la sedimentacién, pero la motilidad =
espermdtica fue as{ mismo reducida comparada con los contreles libres -
de gelatina., Tambi{én mencionaron que la anabiosis fue prevenida y el me
tabolismo mantenido slempre a bajas temperaturas por agitacid®n. Esto
puede tener una importancia pr&ctica para el transporte de semen, puesto
gque 1o agitacifn on trénsito pede causar una pérdida de energfa y via-
bilidad al mantener altos niveles metabdlicos.

Prokopcev (citado por Borton, 1965) también notd que la agitacidébn era
dafiina para el semen conservado. Las muestras de semen que han sido -
agitadas tienen un incremento en pH. El metabolismo del semen de verrg
co se incrementa con la agitacién y calentamiento, por lo tanto se tiene
que tomar en cuenta estos dos {octores cuando e maneia el semen para -
no bajar su fertilidad y as{ poder obtener mejores resultados (1,2,3,5).



CARACTERISTICAS DE UN BUEN DILUYENTE

Se han realizado estudlios para formular diluyentes y procedimientos -
de almacenamiento especificos para el espermatozoide de verraco. En - -
1956 el Dr. Polge (citado por Kerekgyarto, 1977) describié detalladamep
te las técnicas de aplicacidbn de la 1A, pero los primeros resultados fue
ron decepcionantes., En 1959, en una convencitn de Paris se revisaron ~-
los progresos en éste campo; en ella se establecleron dos grandes proble
mas, la imposibilidad de conservar el semen por m&s de unas pocas horas
y la dificultad para determinar e] celo con exactitud (12),

Se deben utilizar substanclas puras y equipo limplo para excluir mate
riales t6xicos del ambiente espermético. Los diluyentes se deben preparar
asépticamente y almacenarse por no mis de una semana, a menos que se —
congelen (7).

las caracteristicas que se deben tener un buen diluyente son:

1.~ Proveer de nutrientes adecuados a las células esperméiticas, se
afiade por lo general un carbohidrato simple tal como la glucosa, fructo-
sa o lactosa, estos Ingredientes son los que se encuentran en mayor —--
proporcidn en las f6rmulas de los extensores. La ventaja de un azGcar
sobre otro depende grandemente de otros componentes en el diluyente vy
del criterio que se este usando para evaluar los espermatozoldes. En - -
varios estudios estos azlicares, junto con los otros mono, di y trisacéri -
dos han sido comparados, Hay una interaccibn entre el tipo de azGcar y-
la concentracidn de azicar en el diluyente, mientras se incrementa la -—
concentracién de monosacaridos, mejoran los resultados de recuperacién
vy supervivencia esperméatica, los altos niveles de di- y trisacaridos tie-—
nen un efecto depresor sobre la recuperacién de la célula. También se -



encontrd que el tipo de azficar en el diluyente a base de tris tiene un -
efecto también sobre la resistencia del espermatozoide de verraco al -
choque frfo, la mejor recuperacidn y supervivencia espermética fue obte
nida cuando el tris era combinado con fructesa (1,2,3,5,7,12,19,20,-
21,25).

2.~ Proteger contra los efectos daiiinos del enfriamjento rdpido, tap
to Ja yema de huevo como la leche se utilizan para proteger contra el -
choque frfo a las células espermiticas cuando se enfrfan de ia temperaty
ra corporal a 5°C. Lstas substancias también contlenen nutrientes que
pueden utilizar los espermatozoides, protefnas o lipoprotefnas son sumi
nistradas con el huevo, leche o cascina para proteger al espermatozol-
de durante el enfriamiento (1,2,3,5,7,12, 19),

Jakobsen y Mann {ciladus por Doioin, 1968 1gus 12 accibn -
del diluyente a base de leche no era tanto proveer nutrientes adicionales
sino mds bien tiene un efecto protector. Ellos describleron aceciones si-
milares para la yema de huevo.

La yema de huevo entera da al espermatozoide de verraco muy po-
ca o casi nula proteccibn contra el choque frfo. $1 la fracecibn granular -
de la yema de hucevo es removida por centrifugacién, la fraccidn sobrena-
dante contiene lipoproteinas de baja densidad que parcialmente protegen -
al esperma contra el choque frfo (19).

Mizuho et al. (citado por Borton, 1965) reportaron que ambos yema
de huevo y leche preservaron una buena motilidad espermitica, pero cau-



san también una aceleracién de la respiracidn y 1a glucélisis, ellos de-
primieron la respiracién y la glucbdlisis mediante la adicibén de azGcares
a los diluyentes a base de leche o huevo.

la leche debe ser calentad2 a 95°C durante 10 minutos para inag
tivar la lactenina, que e¢s una substancia espermiotdxica presente en -
la leche (4).

la casefna es también parclialmente efectiva para prevenir dafjo al
acrosoma del espermatozoide causado por el choque {rio. St se adicio--
na fosfatidilserina y colesterol a la caselna, mejora sus propledades -
protectoras (19).

3.- Proporcionar un medio armortiguador para prevenir los cambios -
dafiinos de pH con la formacidén de dcido lactico, se utilizan una varie-
dsd do z2morttouadores para mantener un pH cercano a la neutralidad -
tal como el bicarbonato de sodio, citrato de sodico, iris, tocs y EDTA, -
El citrato de sodio es un {ngrediente comGn en los diluyentes para semen
de bovino, varlos autores reportan que el citrato parece ser tdéxico para -
el espermatozoide de verraco. En contraste otros investigadores obtuvieron
porcentajes satisfactorios de concepcifn utilizando diluyentes con citra-
to de sodio y yema de huevo. Estas anomalfas fueron explicadas en parte
por Niwa ¢t al. {citade por Borton, 1965) quienes indicaron gue el citra—
trato de sodio es dafiino para el semen a menos que sea mezclado con -
vema de huevo a una relacibn que no exceda de 421 v/~ (1,2,3,5,7,19,
20,23).

Los diluyentes que contienen EDTA o catalasa meljoran la superviven-
cla del espermatozoide durante el almacenamiento en estado liguido (25).
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4.- Mantener un equilibrio electrolitico y una presién osmética es
table do 308 m-osmoles, que es equivalente a la del semen, plasma

sangufneo y leche (7,25).

las Investigaciones realizadas para observar el efecto de la pre--
s16n osm6tica durante la preservacidn del semen de verraco han sideo -
conduclidas por Stevermer et al. (citado por Borton, 1965) usando un -
diluyente con leche descremada, Ia presibn osmética fué controlada a-
fiadiendo mesolnositol o D fructosa. Ellos concluyeron que la presibn
osmo6tica puede ser el factor mSs importante pard mantoner la motilidad
y la fertilidad (2,3,5,19,20).

5.~ Inhibir e}l crecimiento bacteriano, para inhibir el crecimiento de
Jos microorganismos en ¢l semen, la {nclusidén de agentes antibacterias
nos a los extenscres de semen es una prictica comian (2,5,7,189,20).

Mizuho et al. (citado por Borton, 196S) notaron que 1a romhina--
1&n de peniciiina estreptomicina era apropiada.

4]

Polge y Rawson (citado por Borton, 1965} han demostrado que me,
jora la fertilidad. I.a m&s popular comblnacidtn de anti{biéticos en el -
presente es penicilina estreptomocina (1,3,23).

Se recomienda gue el semen se mantenga durante 30 minutes a 30°C
para aumentar la accidn antibi6tica del diluyente (7).

6.~ Aumentar el volumen del semen de tal manera que pueda utilizar
se para inseminaclones multiples (7,19,20).
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AdemSs debe proveer un medio ambiente que prevenga 1a formacibn de
perbxidos grasos, la mayorfa de los diluyentes de semen contienen cong
tituyentes que ayudan a minimlzar la peroxidacidn lipfdica, como el ¢i
trato de scdio, EDTA, tris vy clertos componentes naturales del semen
gue preveen la formacidn de fones met8licos que actian como catalizadg.
res en los procesos peroxidativos (19).

Tal vez una de las funciones principales de un diluyente sea mante-
ner la viabilidad v ja capacidad de fecundacidn del espermatozoide durap
te su preservacibn in vitro durante el mavor tlempo posible (12).

Numerosos rangos de temperatura han sido investigados para el al
macenamiento del semcen de verraco. 12 conscrvacidon de semen porcino
a las temperaturas usuales (alrededor de $°C) result® en muerte espermé —
tica, @ altas temperaturas eos relativamente mas corta v su motilidad puede
ser mantonida A temperaturas de 3°C 2 10°C (1,3,18).

Polge {citado por Borton, 1965) sugirib que algunos factores presen-—
tes en el plasma seminal de verraco eran los responsables de la supervi
vencia a 20°%C. Parece que una temperatura de 5°C a 12°C es la més sa,

tisfactoria para eyaculado fraccionado y de 15°C a 20°C para eyaculado -
completo (1, 3).

El fenbmeno de 'chogque térmico” ampliamente conocido que ocurte
en otras especies, no ha sido bien estudiado en el esperma del verra-
co, ya que el volumen del eyaculado es grande, no es tan suceptible a
las variaciones de temperatura del medio ambiente (1,3,7).



Algunos estudios indican que el plasma seminal de verraco contiene
corponentes, posiblemente de naturaleza protefnica, los cuales tienen -
una accibn protectora sobre el espermatozoide durante el enfriamiento (6).

El gradeo de enfriamiento de la céluls espermitica es de igual impog
tancia, el semen dilufdo sufre menos dafio cuando se enfrfa lentamente
que cuando su enfrilamiento es rdpido, en un efrlamiento lento el esper—
matozoide mantiene un 60% de la motilidad durante cuatro dfas, mientras
que e)] espermatozoide que se enfria r&pidamente sufre pérdida de la moti-
lidad a las 24 horas (1,3,7).

Dziuk (citado por Borton, 1965) suglere un rango de eniriamiento -
de menos de S°C por hora-

La mezcla se enfrfa gradualmente hasta 5% para todas las especies,
excepto para el semen de verraco no congelado, gque por lo general se
mantiene a 15°C (7).

F] semen se diluye a concentraciones especfficas, de tal forma que -
el wolumen de semen inseminado contenga suficientes espermatozoides
para una elevada fertilidad sin desperdiciar muchas células. Los titulos
de <Qtlucibdn varfon en relacidén con la concentracidén de espermatozoides
teniendo en cuenta que cada dosis debe tener un minimo de 3000 millo-
nes (un eyaculado normal contiene de 20000 a 40000 millones de esper-
mas) (1,3,7,18,20).

Tto et al. y Niwa (citados por Borton, 1965} recomendaron que la -
diluci®bn no exceda de 1:6 V/V. Rodin y Lipatov {citados por Borton, 1965)
notaron que 1:4 V/V da resultados satisfactorios.

Halt (citado por Borton, 1965) observé que la dilucidén de mis de
1:10 V/V podfa usarse sin pérdida de la fertilidad.

- 21 -



El espermatozoide de verraco no sobrevive tan bien en diluciones tan

altas como 1:20 v/v, como o hace un diluciones de 1:2, 1:4 0 1:8v/v ™
(1,3).

Varios investigodores demostraron que la congentracion del semen de
be ser de 2 x 108” espermatozoides por inseminacién o méds. las congen-
traciones fluctGan de 2 x 1093 10 x 107 por Inseminacibn y las tasas de -
concepeibn fluctGan de 32 a 71.5 %, Si la concentracidbn se reduce, el ni
1ero de Inseminaciocnes polenciales se eleva, si se utillzan 5 x 109 es-
permatozoldes por inscminacidn (1o cual es comtn), séolo es posible insg
minar 8 marranas por eyaculado, si se utilizan Z x 107 espermatozoides -
por inseminaciébn se pueden fnseminar a 20 hembras {(23).

De manera general podemos declir que en la especle porcinad sebfan -
utilizado todos los diluyentes del semen bovino, un gran nimero de dily
yentes han sido utilizados con éxito variable. los primeros intentos en
1930 tban encaminardos a aumentar la cantidad de semen por dilucidn pa~
ra3 inseminar varias hembras, sin tenes &n cuenta las exigencias de tipo -
metabblico para g viabilidad del esperma y su posterior tertilidagd (12).

Estos diluyentes solfan ser a base de glucosa con la adicidn de pe
quenas cantidades de sullato s6dico o tortrate poidsico ¥y peptonas. En
Gran Bretafa, en los primeras experimentos de 1A poreina se utilizaron cug
tro diluyentes (citrato-vema; fosfato-yema; glucosa-yema y glicina-yema),
todos ellos con yema de huevo, con resultados algo decepcionantes {12).

Durante la pasada década, mejores procedimientos para la preserva
cibn a corto tlempo de semen de verraco en estado liguido han sido desa



rrollados. En el transcurso de los Gltimos afies se han ensayado un buen
nimero de diluyentes. Desde 1970. el diluyente Kiev ha reemplazado al -
Illincis Variable Temperature (IVT), como el diluyente predominante en -
Cran Bretafla y los poises del este de Furopa(lg),

Uno de los diluyentes desarrcollados, destinado al semen de bovino,
se deromina IVT, porque se desarrollo en Illinots E.U,, y mantiene la -
viabilidad de los espermatozoldes bajo temperaturas variables. El diluyente
IVT se usa también para el semen de verraco, con resultades variables en-
almacenamiento hasta por dfas. las tasas de concepcidn fueron de 76.5%
cuando se utilizaron 2 x 10” espermatozoides por inseminacion (23).

En otros estudios llevados a cabo para comparar a8 los diluyentes F
y Xiev, no se encontr® ninguna diferencia en porcentajes de concepciédn -
y tamafo de la camada, pero los gutores decidieron cambiar al IVT por el
Kiev debido a que el Klev es més facil de diluir (13).

E} Beltsville L1 (BL1) y ¢l STK~-7 son usados en limitadas extencio
nes de Francia y Cran Bretana respectivamente., En América del Norte, -

ios diluyenies LGB {Cyy yolk-Glucosc- Bicarbeonate), 2LY y ¥horkov son los
mé&s frecuentemente usados (19).

El diluyente BLl (Beltsville Liquid I'xtender) puede ser usado para -
3lmacenar semen de verraco por més de 5 dfas. El diluyente BL1 es una-
modificacién del IVT, el BLL es mé&s simple de formular que el IVT de-
bido a gus el BL1 no requlere de saturacién con bibéxido de carbono (20}.

La mayorfa de las veces e] semen dilufdo y almacenado en Bll o



Kiev es usado el mismo dfa de la recolecciébn ¢ al dfa siguiente, des--
pués de ser almacenado a 15°-18°C. En un estudio realizado para com--
parar a los diluyentes BLI y Kiev en condicioncs précticas en un gran
nimero de cerdas, los resultados de fertilidad indicaron que el diluyente
Kiev fue superfor al BL1 (1il).

Existen ya varios diluyentes para semen lfquido, el desarrollado por
Foley en la Universidad de Purdue se utiliza para almacenar semen a 15°

o 5°C., Si se desca acumular por varios dias, debe incorporarse yema de
huevo (23).

Las condictones Sptimas de almacenamiento difieren entre los dilu
yentes, los espermatozoides extendidos en los diluyentes IVT y BL1l re-
quiren de almacenamiento anaerébico. En contraste, los espermatozoides
extendidos en los diluyentes Kiev y Kharkov toleran condiclones aerbbi-
cas y anserbbicas. De cualquier manera un alto porcentaje de acrosomas
normales fueron mantenidos durante el almacenamlento de espermatozoides
cxtondidos en Kiev con un espacio deaire 4 a 8 veces el volumen del -
flufdo, que en espermatozoides diluidos sin espocio 3¢ alre. 1a Aptima -
concentracidén espermdtica para mantener la motilidad y la integridad del
acrosoma fue de 80 x 10° espermatozoides por ml. para el BLl, en coa
traste, los espermatozoides dllg(dos en el Kiev, el mantenimiento de la
motilidad fue mejor en 160 x 10 espergaatozo[des por ml, y la integridad
del acrosoma fue mantenida a 40 x 10° espermatozoides por ml., Ain -
cuando muchos de estos diluventes han preservado la capacidad fertili-
zante de los espermatozoldes por mads de 6 o 7 dias, en la pidctica ag
tual la mayorfa del semen es usado para Inseminaciédn dentro de los 2 o
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3 dfas despufs de 13 recoleccibn. La mayorfa de las veces 3! semen o8
usado el mismo dfs de la recoleccidén o al sigulente dfa {19).

El Trill nombre designado al diluyente empleado por el MVZ Ma--
nuel Alvarez Trillanes, es usado én limitadas extensiones en México -
{(modificado de Carrillo Melgar, 1976 citado por Calderdn, Quiroz vy Zo-
rrilla).*

* Comunicaciébn personal.
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C BJETIVCS

a) Evaluar cuatro de los diluyentes m&s usados en los paises Europeos,
Asi8ticos ¥y Americanos que practican la Inseminacién artificial con -~
semen de cerdo refrigerado. 1a evaluacibn de los diluyentes se ba-
sar& principalmente en la recuperacién espermética que tenga el se-
men dilufde y almacenado en refrigeracién a 5°C, después de un perfo

do de almacenamiento.

b) De acuerdo s los resultados, determinar cuales de los diluyentes
son los mé&s viables para desarroliar un programd de inseminacibn -

artificial en México.
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MATERJIAL Y METODOS

El matertal utilizado para el presente trabajo de Investigacidn es de
dos tipos principalmente:

A) .- Biolbgico
B).~ De laboratorio

A).- El material bioldgico a su vez consta de lo sigufente:
1.- 10 sementales, de las razas Duroc, Hampshire y Yorkshire.
a) Semen fresco obtenido de los verracos ( fraccién rica en es

permatozoides).
2.~ Hembras h{bridas en calor, nacidas en la granja { usadas como

potro de monta}l.

B).- El material de laboratorio a su vez consta de lo siguiente:
1.- Materfal pora recoleccitn de semen:
z) Tasa recolectora estéril
b) Gasa estéril
) Tubo plistico colector estéril
d) Guantes estériles

e} Manga térmica
f) Caja térmica de poliestireno expandido

2.~ Material de valoracién del semen:
a) Microscopio
b) Portaobjetos
¢} Cubreobjetos
d) Pipetas Pasteur
e) Indicadores de pH .
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f) Frascos de plésticos con tapa

g} Colorantes {Eosina, Nigrosina, Rosa de Bengala)
h) Tubos capilares

i) Palillos de pidstico

§) Ampolletas color &mbar vacias y estériles

k) Pipeta de Thoma o de dtlucibn

1) Hemocitdmetro

3.- Materfal para la dilucibn del semen:
a) 8 froscos goteros para cada uno de los ingredientes de las
férmulas (50 ml.)
b) 4 frascos de pléstico para preparar las f&brmulas
c) Bano Marfa
d) Parrilla eléctrica
g) Motrages Erlenmever
f} Termb&metros de laboratorio
1) Termémetro de maximas y minimas
I1I) Termbémetro bimetdlico con caritula de reloj
g) Probeta de 1000 ml,
h) Desclarador de aluminio
1) Diluyentes estériles
1) EGB ( Egyg yolk-Glucosc~Bicarbonate)
11) Kiev
I111) Kharkov
V) Trill
j) Batas
k) Balanza analftica
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41.- Material variade
a) Refrigerador doméstico a 5°C
b) Esterilizador Zeyco
c) Papel de estrasa
d) Papel aluminto
e) Papel higiénico
£} Bolsas de polietileno
g} Cinta adhesliva
h) Etiquetas
i) Selladora
i) Mechero
k} Calefactor para crear microclima de 37°C en el cuarto de labo-
ratorio
La metodologfa que se siguld para la realizacidén del presente trabajo ~
fue 1a siguiente:
- Descripcidn y contficacida del sitic &2 ]
El presente trabajo se desarrollo en la granja porcina "El Olor", situa-—
da en el poblado de San Jacinto, Canal Bajo, &rea metropolitana de Salaman
ca Guanajuato, a los 20° latitud Norte y los 101°12* de longitud Oeste, 8 -
una_altura de 1722 mts./SNM, con una precipitacidn pluvial entre 600-700
mm> anuales (8).

—--\.-.-nl‘o-\ Ar I trvarn
TS fad

o Ade . a
< Jdcsa lc de lz inv 2

Se desarrollo en los meses de Enero, Febrero y Marzo con una tempe-—
ratura de 15°% 18°C.

1a granja cuenta con un manejo de ciclo completo, con fébrica de ali-
mentos y laguna artificial, tiene una capacidad de 500 vientres y 30 -
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sementales en un sistema de confinamiento completo o total, as{ como
un &rea de engorda.

- Condiciones de manejo de vientres:

a) Detecceibn de estros:
Para la realizaclén préctica se ocuparon hembras en calor come potros
de monta, dado que los sementales no estaban completamente adiestra,
dos para usar ¢l maniqufe.

Para detectarlas se pasaron a revisar jaula por jaula del hato que -
estaba programado para enlrar en cdlor, con cl fin de detectarlas se
observaron signos de vulva (nflamada, secrecibn mucosa de la vagina
y presibén lumbar.

Posteriormente fueron separadas en las jaulas de monta con el macho
seleccionado.

- Condiciones de mancjo del semental:

Alimentacidn:

La alimentacibn de los sementales fue controlada para evitar que &s
tos aumenten de peso excesivamente por lo que se les daba un prome.
dio de 2 kg de concentrado al dfa .,

~—

a

b} Medicina preventivas
Se les vacund contra cblera dos veces al aiio, se les vitaminS, despa.
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c)

d

~—

rasitd y se ies bafo contra la sarna mensualmente, también se les va-
cund contra enfermedades pulmonares ¥ gastrointestinales.

Manejo; Se les paseb regularmente para gque hicleran ejercicio y se asgo

learan. Su programa de trabajo de monta semanal fue de acuerdo a su g
dad, condiciones de salud y las necesidades de la granja. Los semen
tales primerizos se les adiestrd y se les proporciond el mejor manejo -
posible durante sus primeras montas para evitar traumatismos e inhibi-
ciones posteriores. A los sementales gque estdn en produccidn también

se¢ les descans® regularmente de 7 a 15 dfas cada mes dependiendo de -
su ritmo de trabajo.

Instalaciones; Se alojaron en corrales individuales con pisos de cemen-
to, dlvisiones met8licas y dentro de cada sementalera hubo cuatro jau-
las fndividuales para hembras que estaban programadas para entrar en -
calor, También cuenta con corrales de descanso que son de pisos de -
tierra.

- Recoleccién del semen.

a)

Preparacién dc recolectores de semen;

- lavar, secar y esterilizar los recolectores de semen

- Colocar la malla filtradora (gasa estéril)

- Colocar el tubo colector, enrcllarlo y unirlo a la taza colectora
- Etiquetar e identificar cada recolector

- Colocarlo en la bolsa térmica
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b) Preparar la c&mara de control térmico
- Tener el batio Marfa a 35°C
- Tener una caja de poliuretano con tapa para proteger al semen de la
luz

<) Inmediatamente después de recolectar el semen, medir pH y temperaty
ra con tiras reactivas y termdmetro de cardtula de reloj.

Para efectuar la recoleccidn del semen, se debe contar con las ins
talaciones adecuadas para el confort del semental a trabajar. Esto se -
logrd utilizando las jauleas sementaleras individuales, manejandolo lo me
nos posible y culdando todos aquellos factores que distraigan la atencidn
del semental.

Al no estar los anlmales completamente adiestrados a utilizar el po
tro de monta, se substituyé por héembras en calor, fdcilmente detectables
dada la capacidad v tipo de manejo de la granja.

Ia hembra en calor fue conducida a la jaula sementalera en donde se
aloja el semental seleccionado. Se observd el comportamiento sexual -
del semental, actitud hacia 13 hembra, tiempo que tarda en cortejarla has
ta el momento de la monta.

Ya habiendo exteriorizado el pene el verraco, se procedid a manipu=-
larlo por medio de la técnica de la mano enguantada, tomande el glan-
de y presfonandolo en forma Intermitente para favorecer la excitaci6n del
verrace, cuando el pene esta erecto se extiende suavemente hasta su If
mite y se desvia hacia afuera de la 1lfnea media, se mantiene firmemente
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a} costado de] animal de monta,

Con la otra mano se sostiene el colector, cuando el verraco comieq,
za a eyacular, se desecha la primera fraccibn de lfquido transpatente -
para recolectar la siguiente fraccibn, rica en espermatozoides. El fil--—
tro de gasa evita que la porcibn gelatinosa calga al recipiente, cuando
la eyaculacién se vuelve gelatinosa casi por completo, se suspende la -
recoleccibn.

Inmediatamente se tom6 una tira reactiva con valores de 7 y 8 para
medir el pH, la temperatura se tomd de igual forma con el termdmetro y -
se notd una varlacibn de 35°%C a 37°C.

- Envfo de muestras obtenidas al laboratorlo. Inmediatamente después
y protegidas de los cambios bruscos de temperatura as{ como de movi—-
mientos bruscos y de la luz del sol, se llevaron las muestras al laborato-
rio y se les puso a bafio Marfa a 35% 37°C, para ser evaluadas y dilufdas.

- Preparacién de cada una de las {6mulas de los diluyentes, 100 ml -
de cada une { anexo 1 ).

- Preparacidn previa de la tinci6n de Eosina-Nligrosina para determinar
el porcentaje de espermatozoides normales ( anexo 2 }.

Inmediatamente después que llegaron los eyaculados al laboratorio, -
se tomaron unas gotas para evaluar la motilidad al microscopio.
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a) Meotilidad General: Esta se expresa como el porcentaje de células
mé&viles, el porcentaje de motilidad va desde 0 a 100; la cifra citada en -
cada caso se refiere @l nimero de espermatozoides que exhiben diversos
grados de motilidad por cada 100 (10,23).

CLASIFICACION:

50 - 100% Répida formacidn de cleaje
80 -~ 90% Buena formacién dc olecaje
70 - 80X Pequefias corrientcs

60 - 70% Movimlento pobre

40 - 60% Motilidad escasa

Menos de 40% Motilidad casi nula

Muy pocas muestras de semen superan el 90% de motilidad; los ve~~ .
rracos con porcentajes inferiores al 50% no deben dedicarse a la reprodug.
cién en tante no mejore su tanto por clento de motilidad (10).

la evaluacién se hizo inmediatamente después de la recoleccidn,
en una laminilla a 37°C, ya que el enfrlamiento disminuye la motilidad.
La observacién sc hizo 2]l microscopic con un aumento de 100x,

b) Motilidad Individual: Algunos {nvestigadores utilizan el término -
"motilidad progresiva", en el cual se incorporan la direccién y la tasa de

células motiles (23).
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La motilidad se gradia seqiin una escala del a 10. La califica-
cibén de 10 indica que todos los espermatozoides méviles muestran un vi
goroso desplazamiento en lnea recta. lLa calificacidén va descendiendo
hasta llegar a 1, que corresponde a un leve movimiento de ]Ja cola sin-
desplazamiento hacia adelante, los verracos con tipo 5 o inferior deben
mirarse con escepticismo, sobre todo st se van a dedicar @ un programa
normal de reproduccibn. Escasas muestras sobrepasan la calificacidn de
9 {10).

La motilidad circular o de rzversa ¢s con frecuencia signo de choque
frfo o de un medio que no es lsotbnico con €l semen. Con frecuencia o-
curre motilidad oscilatoria en espermatozoldes viejos o que estan murien-
do (7).

La evaluacidn se realizd de igual forma que para le motiltidad general

con up dumente de 4002,

c) Concentracidn Esperm&tica: Para medir la concentracibdn espermi-
tica sa@ usd la técnica del hemocitdbmetro.

d) Morfologfa: El estudio morfolbylco permitc distinguir espermatozol
des normales de los anormales y determinar el tipo de anormalidad, los
resultados se expresan como porcentaje. La coloracién de las muestras
es de gran ayuda para diferenciar los tipos celulares anormales (23).

Se procedibd a realizar los frotis de cada una de las muestras usando
la técnica de tincidn de Eosina-Nigrosina (Anexo 2}.

Al mismo tiempo que se evalud el semen, se tomaron 4 muestras -
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de 5 ml. de cada eyaculado, para dilulr en 15 ml. de cada diluyente, -
(diluctdn 1:4 v/v).

e) Dilucibn del Semen: El diluyente se prepard antes de la recoleg-
cién del semen y se mantuvo en refrigeracién hasta poco tiempo antes
de usarlo, El semen fresco recién recolectado se conserv® a 30°C antes
de diluirlo para cvitar el choque frfo. El semen y el diluyente deben -
estar 3 la misma temperatura cuando se efectde la mezcla, esto se logrd
colocando el semen y el diluyente en bafio Marfa a 30°C. La mezcla se
efectu® agregando el diluyente al semen en forma gradual.

Una vez hecha la dilucidén se tomd una muestra para evaluar los efeg
tos sobre la motilidad csperm&tica. Para determinar el pH del semen di~
Iuido se uso el mismo procedimiento que para el semen fresco.

Por otro lado se guardaron 24U m). de cada eyaculado sin diiuir pa_
ra que sirvieran de controles. También se realizaron frotis de semen di
luido.

La observacidn de los frotis al microscopio se realizé posteriormen-
te con el fin de hacerlo detenidamente.

f) Almacenamiento: La mezcla semen-diluyente se mantuvo por varias
horas antes de refrigerarla para permitir que las células se equilibraran-
con el diluente.
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Para el almacenamiento se dividié cada control y cada dilucidn en 3
partes para almacenarlas en ampolletas &mbar esterilizadas, selladas e
identificadas. Una vez selladas se colocaron en baio Marfa para que se
enfriaran gradualmente y de ah{ se pusieron en refrigeracién a 5°C has-
ta por 72 horas.

Cada 24 horas se sac6 una ampolleta de cada control y de cada di
lucibén para evaluar la recupecraciédn espermética.

g) Evaluacién de la Recuperacidn Espermética: El procedimiento para
reactivar las muestras de semen @almacenado en refrigeracién fue manteg
niéndolo en bafeo Marfa a 37°C duronte una hora* para dar tiempo @ que
las células espermsticas salgan del estado de anablosis en el que se en-
cuentran.

la evaluacidn de la recuperacidn espermética se basd principalmente
en Ja motilidad general e individual, también se reallzaron frotis de es--
tas muestras.

* Comunicacién personal del MVZ Manue) Alvarez Trillanes, E] ha obser-
vado que no hay una diferencia de una a dos horas como lo recomien-
dan otros investigadores.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Como se puede apreciar en el ANOVA de cada una de las varlables
que se evaluaron ( mottlidad general, motilidad individual y espermato--
zofdes normales ) cuadros No.l, No.2 y No.3, se encontrb que hay una -
diferencia significativa cuando P4 0.05 en cada uno de los tratamientos, -

entre los diluyentes, entre los tiempos, entre los bloques (machos) y en
la interaccién diluyente por tiempo.

Lo que nos indica que hay un cfecto directo de los diluyentes v el -

tiempo sobre el semen de veraco conservado en estado de refrigeracitn a
5°C.

Las diferencias minimas significativas que arrojaron la prueba de Rango
Miiltiple de Duncan para motilidad general nos indican en el tiempo 1 que
el porcentaje del control que es ligeramente superior al porcentaje del d§
luvente EGB, sin embargo &sta diferencia no fue estadfsticamente signif}
cativa, en cambio si hubo difecrencia significativa de éstos,

con respeg.
to a los otros diluyontes (cuadro No.4).

Tl (0 Hrs.) - El control {a) 84.33 +4.09
El mejor (a) el diluyente EGB
83.66 + 6.55

- E1 mé&s bajo (bc) el diluyente Kiev
79.0+ 5.78

T2 (24 Hrs)

El control {(cd) 76.33 +4.13
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- El mejor (ab) el diluyente EGB
87.5 + 3.65 y el diluyente Kharkov
80.66 +#5.37

~ El m&s bajo (de) el diluyente Kiev
72.63 +7.03

T3 (48 Hrs.) - El control (f) 64.16 + 16
- El mejor (be) diluyente EGB
78.66 + 11.51
~ E]l mis bajo diluyente Kiev
66.16 + 6.39

T4 {72 Hrs.) - El control {f) 61.85 +9.10
— El mejor (cde) diluyente EGB
74.63 * 10,40
- El m&s bajo {g) diluyente Kiev
61.33 +7.864

En general tenemos que ¢l diluyente EGB presentd los mejores porcen
tajes de los 4 tiempos observades y el diluyente Kiev presentd los més
bajos porcentajes en los 4 tiempos.

Después del EGR le sigue el diluyente Kharkov, por los porcentajes~
que mostrd; en sequida tenemos al diluyente Trill que se comportdé casi-

idéntico al diluyente Kharkov. E1 control mostré mejores porcentajes de-

motilidad general que el diluyente Kiev, no as{ con respecto a los de—-
més diluyentes,
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las diferenclas minimas para motilidad individual nos indican que
en el tiempo 1, el control es semejante al diluyente EGB, y hubo diferap
cla significativa con respecto a los demé&s diluyentes.

Tl {0 Hrs.) - El control {(a) 8.63 + 0,55
- El mejor (a) diluyente EGBR 8.5 + 0,68

~ El mé&s bajo (c) diluyente Kiev 7.43 +
0.72

En el tiempo 2 el diluyente Kharkov mejord su promedio y no existe
diferencia significativa con 21 diluyente EGB, pero si hubo diferencia -
significativa con respecto a los demds diluyentes.

Entre el control y el diluyente Trill no hubo diferencia significati
va,

T2 {24 Iirs.) - E! conmtrol (ho) 7.76 + 0.56
Diluyente Trill (bc} 7.76 + 0.62
- El mejor (a) diluyente EGB 8.46 + 0.50
Diluyente Kharkov 8.36 + 0.66
- E! mds bajo diluyente Klev 6.8 + 0.8

T3 (48 Hrs.) - El control (f) 6.73 + 0.90
- El mejor (bc) diluyente Kharkov 7.66 +
0.8

- El mds bajo (f) diluyente Kiev 6.6 + 0.8

T4 (72 Hrs.) - El control (ef) 6.66 + 0.73
- El mejor diluyente Trill (¢) 7.4 + 0.72
-~ El méds bajo {f) diluyente Kiev 6.56 + 0.78
(cuadro No,5)
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En el tiempo 4 el mejor diluyente fue ol Trill, existiendo una diferen—
cia significativa mfnima con respecto al EGB y al Kharkov.

Resumiendo, para la motilidad individual, tenemos que el diluyente -
EGB proesentd buenos promedios, le siguen tambidn con buenos promedios
el dlluyente Kharkov y Trill, en seguida el comtrol y los promedios m8s-—
bajos se encontraron los del dlluyemte Kiev,

1a prueba de Rango Miiltiple de Duncan para espermatozoides norma—-
les nos muestra que gl tiempo 1 las diferencias entre los porcentajes --
del control, el diluyente EGB y el diluyente Trill, no son significativas -
en tanto que s{i hubo diferencia significativa con respecto a los otros diluy
yvyentes. (cuadro No.6)

T {0 Hrg ) = F] control (a) 86.6 +2.37
- El mejor diluyente EGB 96.46 + 3.19
Diluyente Trill 96.96 + 2,12
-~ E1 m&s bajo (cd) diluyente Kiev 91.26 +
3.80

En el tlempo 2 encontrames que los diluyentes EGB, Kharkov y Trill -
no muestran diferencia significativa cntre cllos, pero st hubo diferencia-
significativa con respecto al control vy al diluyente Klev,

T2 (24 Hrs.) - El control 93.93 + §5.20

- El mejor (a) diluyente EGB 96,4 + 3.03
Diluyente Kharkov (a) 92,7 +16.52
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Diluyente Trill (a) 93.33 +16.37
- El més bajo (f) diluyente Kiev 81.73 +
6.80

T3 (48 Hrs.) - El control (d) 88.75 + 7.75
- El mejor {(c) diluyente Trill 92.16 + 2.27
Diluyente EGB (¢} 91.83 + 2.67
- El mds bajo (e) diluyente Kiev 86.46 +
6.55

T4 (72 Hrs.)

1

El control (cd) B9.86 + 6.43

- El mejor {cd) diluyente EGB 90.76 + 2.35
Diluyente Trill {cd) 87.50 +16.80

-~ E1 mé&s bajo (f) diluyente Kiev 81.16 +

2.7S

En resumen, 1a tabla de la prueba de Rango Miiltiple de Duncan para -
determinar la interaccibn que los sementales pudieran tener sobre las va,
rlables estudiadas. {cuadro No,7)

Para motilidad general tenemos que ¢l mejor semontal fue el No, 4 -~
(75.9Y + 13), v el que obtuvo el porcentaje més bajo fue el semental-~
No.8 (70.75 +11.45). la diferencia significativa entre el semental No.4 -
y los demés sementales es minima.

Para motilidad individual el semental que tuvo el mejor promedio -
fue el No. 4 (7.81 + 0.81}). No hubo diferencia significativa entre los
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sementales No.l, No.2, No.3 y No.6. No hubo diferencla significativa
entre los sementales No.5, No.7, No.8, No.9 y No.l0.

Para espermatozoides normales no hubo diferencia significativa en
tre los sementales Neo.l, No.2, No.3, No.4, No.6 y No.7. Los semen
tales restantes obtuvieron porcentajes mas bajos y se mostraron semejan

tes entre sf.
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CUADRO  No.
ANOVA MOTILIOAD GENERAL TABLAS
GAADOS DJ -
WA O CUADRADOS  {DISTRISUCIO} SIGNIFI-
FUENTES TACION 2 g
bE VAR HIBEATAD | quapaaoos MEDIOS F CIA P
TOTAL EES 27 315,58 ’ %
BLOQUES (MACHD) 9 16 844,35 1 204.98 45,9 0.005
TRATAMIENTOS 19 12 606.9 25.3 0.005
/
DILMENTE a 3 394.87 33.3 0.005
TIEMPDO 3 7 879,92 2 626,64 100.1 0,005
DILUENTE X :
2 2 .005
TIEMP O 12 1 332,514 111.0 4.23 0,008
e
ERROR 561 14 708.68 26.21 t/////




CUADRO Na. 2
ANOVA LCTILINAD INOIVIODUAL TABLAS
SAADOS O DISTHIBL- | SIGNIFI-
SUMA O CUADAADDS
INTES DE VARIAC & . -
FUSNTES DE VARIACION LIBATAD CUADHADO' \NEDIOS CION CANCTA
n-1 F P
ToTaAL 596 557,41 ////
BLOAQUES (MACH ) 9 779.67 86.63 74,08 0,005
TARATAMIENTOS 19 206,17 16.11 13,688 0.005
‘DILUENTE a
CTTE- PO 3
O L UENTE
R 4 12
CTIEMPO
ERNOR 561 651,24 1.16




CUADRG Noa . 3
ANDV A ESPERMATOZOIDES TABLAS
HNORMALFS
AT o DISTMIMK- | SIONIFI-
A T CHUANNADG
[T INN CT0v, LVITTAL [ AN
rienn VAHIACTIN ATAD | s venTos oM TANGIA
1 F P
TOTAL faiz) 22 £99.94 / /
OLONUYE S (A cHa) 9 1 213.15 134.7 9.10 0.005
TAATAMIENTOS 19 14 305
a 6 669,35
3 6 059.2
12 1572.3
564 5}

393.94°




CUADHO

PRUEBA DE RANGO MLTIPLE DE DUNCAN
DIFERENCIA MINIMA SIGNIFICATIVA

MOTI1ILIDAD

No. 4

GENEAAL

conTno: DILLENTE OILLENTE DILUENTE DILUENTE
= EGH. KIEV. KHARKMOV . TRISS,

s 132,33 2,09 (30 )| @3.66 T 6.55 (30) 79 2 5.7 (30 )| 78.16 L 15.05 (30} &3 X 5.0t (30)
0 HORAS a a be ab ab

T * + + + +

2 176,30 ~ 4,13 ( 30 )| 87.5 - 3.65 (30) | 72.83 - 7.03 (30)] 8O0.66 ~ 5.37 (30)} 76.33 - 5.07 (30
24 HORAS, cd ab dg ab cd

1

T3 50,16 = 15 ( 30 ) | 78.66 = 11.51 (3o 66.16 % 6.39 (30)] 74.5 L 6.13 (30) | 73.5 ¥ 7.a4 (30)
a8 HORAS T b r de da

Ta 51.85 = 9,10 ( 30 )| 74.83 T 10,45 (ac) 61.33 2 7.6a (a0){ 70.5 = 6.66 (30) | 71.66 = 7.11 (30
72 HORAS r " cda 5 i Dot s @ s i -3
DATOS REALES : PROMEDIO = DESVIACION ESTANDAA ( No.” DE-MUEGTRAS: ).or-uuil




CUADRO

PALEBA DE RANGO MULTIPLE DE DINCAN
OIFERENCIA MINIMA SIGNIFICATIVA.

No. 8

MCOTILIDAD INDIVIDUAL

CONTROL OJLLENTE DILLENTE DILLENTE OILUENTE
€58 KIEV KHARKHOV TRISS.
T, as3lnss () | as2oes (an) | 2422092 (30)] 7.66% 0.66 (30)|8.15 X 0.59 (a0)
0O HORASE a a -] be ab
T2 + + + + +
7,76 -~ 0.56 (30) | 8.46 ~ 0,50 (30) | 6.8 - 0.80 (30)| 8.36 ~ 0.66 (30)} 7.76 = 0.62 (30)
24 HOAASE bo a daf' a bc
TS * + + + +
28 ropach 673 - 0.%0 (30) | 7.26 = 0.94 (30) | 6.6 - 0.80 (30)| 7.668 =~ 0.80 (30) | 2.26 ~ 0.78 (30)
r od r . bo cde
.
Ta 6.66 = 0,73 (30) | 2.26 X 0.78 (30) | 6.56 ~0.85 (30){ 7.26 2o (30} { 7.4 =0.72 (30)
af cde T cd o
72_HORAS

+
DATOS REALES: PROVEDIO - DESVIACION ESTANDAR ( No. DE MLEBTRAS ).




CUADRDO

PALEBA DE RANGO MLTIPLE OE DUNCAN

DIFERENCIA

MINIMA SIGNIFICATIVA,

N o, &

ESPERMATOZOIDES NORMALES

CANTROL DILLENTE DILLENTE OILLENTE DILLENTE
ecs, KIEV KHARKHOV TRISS.
96.6 2 2,37 ( 30 )| 96.26 2 3.19 (30} s1.25 % 3.19 (30) |90.83 T 17.53 (30)| 96.96 ¥ 2.12 (30
Ty
O HORAS a a cd =) a
T, @.93 = 5,20 (30) | 96.4 £ 3,03 (20)|81.73 L 6.00 (30) [92.7 Ta6.52  (20)| 93.33 £ 15.37 (30]
24 HORAS ® a r a a
Ty 88,76 X 7.96 (30) | 91.83 X 2.67 (30) | es.as L 6.55 (20) |or.e6 T 2.a8 (30)] s2.16 T 2.27 (30)
48 HORAS d o a - c
T + + + + +
a 89.86 ~ 6.43 (30) | 90.76 - 2.36 (30) | 82,16 ~ 2.75 (30) |es.9 ~ 3.38  (30)| 87.50 - 15.80 (30)
7 I-mAil cd’ cd r 8 cd
DATOS REALES t PROMEDIO = DESVIACION ESTANDAR ( No. DE MUESTRAS ).



CUADRDO No. ?

PRUSBA DE RANGD MUATIPLE DE DUNCAN
CurDRD GENERSL PR SEMENTALES.

MACHO 1 WMOTILTOAD GEENERAL LMITILIOAD INOIVI- . NWALES
DuAL .

5 75,16 & 12.3% (e0}}v.55 2036 { o5 )] sc.a3 P oie {eo)
ab ab [}
+ -+ *

2 75.84 ~ 10.67 (60)]7.85 = 14 { €0 )] s3.28 = 4,7 {80}
ab ab a
+ + +

3 73.81 ~ 12.77 (60}{7.52¢ = 1,16 { 60 )} 92.5 ~ 5.4) (60)
ab ab a

75,91 = 13 (60)}7.81 ~ 0.81 { 60 }| 92.36 L 5.5 (60)

a o a
+ + +

s 76,16 « 7.15 (60)]|7.5 =-0.72 (&0 )| 50.18 = 2.41 (50)
ab b b
- - -

6 73.83 - 9.53 (s0)|7.65 - 0.79 ( 680 )] .16 ~ 4.%0 {60}
b ah a
+ + +

7 73.75 - 17.72 (60)}7.46 1,06 { 60 )] s2:21 - 5,74 (60)
ab 5 a
+ + +

B 70,75 = 11.a5 (60) (7.2 = t.1a { 60 )| 90.01 = 7.5 (60)
c b b
+ + +

9 7S - 7.7 (60)|7.a5 = 0.87 ( 680 )| 89.9 = 5.71 (60)
ab b -]
+ + o+

10 75.5 - g.a6 (60)}7.48 - 0.8 ( 80 )] 50.5 - & (80)

ab b b

DATDS REALES : PROVEDIO ¥ DESVIACION ESTANDAR [ No, DE MESTRAS ).



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En base a los resultados obtenidos de motilidad general a las 0, 24,
48 y 72 horas, el mejor diluyente comparado con el control fue el EGB.
Los diluyentes Trill y Kharkov mostraron buenos promedios pero inferio--
res a los del EGB y no muestran diferencia significativa entre ellos.El

diluyente Kiev fue el que tuvo }los mé&s bajos valores aln por debajo de
Ios del control.

Para la motilidad progresiva el mejor diluyente fue ¢l EGBa las 0 y
24 horas, sin embargo hacia las 48 y 72 horas mostrd valores inferio--
res a los de los diluyentes Kharkov y Trill respectivamente. La motili
dad progresiva mostrada por los espermatozoides diluidos en el Kharkov -
mostraron una variactdn extrafia de las cerc a las 24 horas y de las 24a
las 48 horas, esto puede ser debido a los métodos subjetivos de eva-
luacién. El diluyente Kiev tuvo los més bajos promedios.

Los resuitados de espermatozoide s normales demuestran que ios me+
jores diluyentes fuceron el EGB y el Trill. E]l diluyente Kharkov tuvo por—
centajes inferiores a los del EGB y Trill pero superiores a los del con—
trol. En el diluyente Kiev fue donde m&s espermatozoides anomales sa -
encontraron, Esto puede ser debido a que e] diluyente Klev es hipert&-
nico con el semen, la osmolaridad del semen es de 308 m-osmeles y -
la del Kiev estd calculada en 369 m—osmoles (25, 19).

O bicn puede deberse a que el citrato de sodio que es tdxlco para -
la célula espermética, le haya causado algin dano (3).

Se observé también que hubo una interaccidn del tlempo, la motilidad
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general e individual disminuia a medida que el tiempo pasaba.

En general podemos decir que el mejor diluyente fue el EGB en todos
los aspectos evaluados, por lo que se recomienda su uso para almace-
nar semen de cerdo en refrigeraciébn hasta por 72 horas, ademés de que
su formulacibn es més sencilla.

Los diluyentes Trill ¥y Fharkov se recomiendan para conservar semen
hasta por 48 horas en refrigeracidn.

Se sabe que uno de los principales factores gque afecta la calidad
del semen es el verraco mismo y que ain hay varfactones de un eyacu-
lado a otro del mismo verraco (1,3,14,15),

Estas variaciones fueron controladas en parte mediante la seleccibn
dc wverracos previamente gvaluados. Se observaron diferencias significa
tivas minimas entre los 10 sementales usados para la realizaciOon del -
presente trabajo.
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ANEXO "1 "

COMPOSICION DE LOS DILUYENTES EVALUADOS EN EL PRESENTE TRABAJO
(5,11,19,20).

EGB
Glucosa g. 30
Citrato de sodlo g.
Bicarbonato de sodio g. 1.5
E.D.T.A. g.
Yema de hucvo % 30
Tris g.
Acido cftrico g.
Fructosa g.
Pentcilina U.I. 1x108
Estreptomicina g. 1.0

Agua bidestilada ml. (cbp) 1000
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KIEV

60
3.75
1.20
3.70

1x106
1.0
1000

KHARKOV

1x10%
1.0
1000

TRILL

20

22.71

12.76
1x%106

1000



ANEXQOC " 2"

Técnica de tincién Eosina-Nigrosina para la observacidn de la morfolo-
gfa en los espermatozoides de verraco.

Solucién acuosa de Nigrosina al 1l %
Sojucibén acuosa de Eosina al § %
Semen dilufdo 1:100 en citrato de sodio al 2.9 %

Agregar sobre un poriavijeios WORC3VS una 5ota de Eocinz, dospuds una
gota de semen, enseguida dos gotas de Nigrosina. Se mezcla agitando -
con un palillo, se deja transcurrir un minutc y finalmente se toma una -

gota de la mezcla y se realiza el frotis.

Nota: Todas las soluclones y el material de cristaler{a deben estar a una
temperatura de 35-37°C. Se obtienen mejores resultados utilizando
pipetas Pasteur como goteros. (Herrick J.B. y Self J.L. 1965; con
modificaciones de Moss J.A. et al. 1976) (10,16).
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