5

5% o 25 IIEESID WO WTONCRD O NG

g: FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

Estudio comparativo de tres diluyen-
tes,para la conservacion de semen
refrigerado de verraco a nivel de

campo.

| E $ I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE :
MEDICO VETERINARIO ZCOTECNISTA
P R E S E N T A
José Guadalupe Mercado Segura

ASESORES DE TLSIS:

M.V Z. Arturo Angel Trejo Gonzalez
M. V.Z Marco Antonio Soto Flores

Cuautitlén  lzealli , Edo de México 1986




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



II

III

v

VI

VII

INTRODUCCION

OBJETIVOS e HIPOTESIS

MATERIAL y METODOS

RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES y RECOMENDACIONES

LITERATURA CITADA

10

17

25

27

28



I N T R O D UC C I 0 N

En la actualidad 1la poblacién porcina es una fuente importante
de carne de abasto para la obtencion de proteina de origen animal .

Debido a la crisis economica por la que atraviesa el pais y a
los elevados costos de produccion , es necesario buscar sistemas de
mane jo 6ptimos para las explotaciones porcinas ; y de esta manera -
la produccién de carne de cerdo siga siendo rentable [25] . Estg -
rentabilidad en la prodﬁccién de carne se basa principalmente en la
capacidad y eficiencia reproductiva de sus animales , la utilizacidn
eficiente de los recursos humanos e instalaciones y asi como la im -
plementacién de programas reproductivos , de alimentaciodn , medicina
preventiva , genética y de la comercializacion de los animales [4) .

Para mantener la produccién en una granja porcina de manera --
uniforme , es necesario que sus animales sean reemplazados en el mo_
mento 6ptimo 3 para lograr esto , se puede recurrir a la compra de -
animales de otras granjas del pais , a la compra de animales impor_
tados o0 al establecimiento de un programa genético para la obtencidn
de reemplazos de la misma granja . Actualmente la forma mas costeable
es la tercera , en la cual se puede hacer uso de la Inseminacion Ar_
tificial ( I.A. ) para facilitar los programas de cruzamientos y Pa_
ra introducir nuevas lineas genéticas .

ANTECEDENTES

La inseminacidn artificial es la tecnica mediante l;“cual es -
depositado el semen de un macho en el aparato reproductor de una hem
bra , en el lugar adecuado para facilitar la fecundacidn por procedi
mientos mechnicos .
1.~ Ventajas Zootécnicas

- ! to. o ’
a) Utijizacion al maximo de los reproductores de mayor calidad gene

tica .



b) Aumento de la variabilidad genética de las granjas , incrementando
la posibilidad de una seleccion racional de reproductores .

¢) Mayor rapidez para llevar a cabo pruebas de progenie en los semen_
tales , al incrementarse el nimero de lechones producidos por afo
por semental .

d) Facilidad de programaci6h de cruzamientos entre varias razas para
la obtencidn de hibridos comerciales .

2.~ Ventajas Sanitarias

a) Control de enfermedades infeétocontagiosas y venereas .

b) Evitar la entrada de pie de cria de otfas granjas , potencialmen
te portadores de enfermedades .

3.~ Ventajas Economicas

a) Mejora la eficiencia reproductiva y en el manejo

b) Al utilizar verracos de mayor calidad genética y Obtener mayor -
produccién de carne

c) Ahorra espacio , alimentacion e instalaciones y al disminuir el -
numero de verracos .

d) Utilizacion al miximo de la mano de obra .

e) Mayor uniformidad en los lotes de engorda .

f) Permite la utilizacion de animales de distinto peso en los cruza_
mientos [13} .

L.~ Desventajas

a) El nimero de dosis reducido obtenidos por cada eyaculado { 10 a 20 )
incrementa los costos .

b) Personal capacitado en la deteccion de calores y manejo del semen .

c) Necesidad de un labor~torio y equipo para la aplicacién y prepara_
cion del semen g1y .

Recientemente la I.A. ha atraido la atencidn de grandes y peque_

nos porcicultores . Partiendo de esta necesidad en México se han in _



tentado preservar el semen de cerdo a partir de los anos 60's , a_

- doptando técnicas similares de coleccién y dilucion para bovinos ,
pero sin obtener resultados satisfactorios . De los diluyentes uti_
lizados en bovinos y que posteriormente se empezaron a emplear en -
cerdos destacan 1os que contienen citrato de sodio , glicina , bicar
bonato o soluciones glucosa&as con o sin la adicidn de leche descre_
mada y/0 yema de huevo [6] .

El semen de cerdo puede ser conservado en estado l{quido :, fres
co y diluido ; y en estado s6lido : congelado [13) .

El semen. diluido y conservado a temperatura de'15°a 18°C tiene
un periodo de vida mas prolongado que el semen fresco , entre 72 a
96 horas , y dependiendo de la concentracion de espermatozoides por
ml. pueden prepararse entre 15 y 20 dosis [9,15,18,19] .

El semen congelado es conservado a -196°¢ y su tiempo de preser
vacion es indefinido todavia .

Los diluyentes empleados para el semen deben reunir varias carac
ter{sticas como :
1.- Proporcionar nutrientes para mantener el metabolismo de los es -

permatozoides .
2.~ Substancias amortiguadoras para evitar cambios de pH bruscos .
3.~ Substancias crioprotectoras para evitar danos al espermatozoide

cuando existan enfriamientos répidos . .

L.~ Adecuada presion osmética .

5.~ Electrolitos adecuados y balanceados .

6.- Antibidticos para evitar crecimiento bacteriano .

7.~ Proporcionar suficiente volumen para realizar multiples insemi_-
naciones [19] .
En Europa a partir de 1956 , se empezaron a ensayar exitosamente

; Lt .
distintos procedimientos para la preservacion a corto plago del semen



de cerdo en estado liquido y a pesar de que uno de los mayores pro
blemas que ha existido para difundir el uso de la I.A. en el cerdo
ha sido la dificultad para mantener la motilidad y fertilidad del —-
semen después de su dilucidn y almacenamiento [3] . En la decada de
los 60's se desarrollaron diluyentes efectivos que preservaron la -
capacidad fertilizadora del espermatozcide por varios dias a temm -
peratura de 15°a 18°¢C , 5in embargo , los problemas que existen para
mantener estas temperaturas durante el transporte del semen ha limi_
tado el uso en estado liquido , aun en paises que poseen sistemas -
oficientes de¢ transporte [19) . En México se han realizado trabajés
con semen diluido Sepulveda [21) en el cual se probd la fertilidad
del semen de cerdo diluido con un diluyente comercial , obteniendo_
se "na baja fertilidad , probablemente debido a la deficiente detec_
cién de calcres y manejo del semen , Ramirez [20) compard la fertili
de dos diluyentes { Kiev y Taiwan ) , encontrandose una mejor ferti_
lidad y mayor tamano de la camada para el diluyente Kiev .

Los diluyentes que han resultadc ser mas satisfactorios sobre -
la base de la preservacion de la motilidad son aquellos que contie_
nen glucosa y yema de huevo o leche , como la fuente principal de -
nutrientes [3,19) . Aamdal y Hoyset , citados por Graham y col.,0b_
tuvieron resultados satisfactorios con el semen diluido en amorti_ -
guadores a base de citrato . La leche descremada calentada a 929 -
durante 5 minutos es mencionada entre los amortiguadores comunes en
los programas de I.A. en los que el semen es utilizado el dia de co_
leccidn o al dia siguiente [6] . Cheng citado por Koh y col., preparo
un diluyente a base de leche descremada , glucosa , que es aplicado
en formz rutinaria en Taiwan y Japon , y del que se ha obtenido re -
sultados satisfactorios en cuanto a porcentaje de puriclén , para el
9

s 4 . N
gue se obtuvo 79.9% empleando una concentracion espermatica de 4 x 10
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por dosis de I.A, [ 20 ) .

Al parecer la mayor{a de los diluyentes comunmente utilizados
en la I.A. con semen preservado en estado l{quido en el cerdo , es_
tan esencialmente basados en la glucosa con la adicidn de materiales
amortiguadores como el citrato de sodio , bicarbonato de sodio o la -
leche , algunas veces anadidos de proteinas provenientes de la yema de
huevo o de la leche .

La témﬁérétura de almacenamiento en estado ligquido por lo gene_
ral deberd estar por arriba de los 15°C {2,3,9] . Estudios realiza_
dos por Ito y col., citados por Dziuk y Pursel , indican que la tem_
peratura dptima para almacenar el semen diluido es de 15°% 18% [3,-
20} . Mantener esta temperatura de almacenamiento es uno de los pun_
tos mas importantes en la preservaciéh del semen . El almacenamientc
del semen diluido por mas de 2 a 3 dias en los diluyentes Kiev y BL-1
y los que tengan como base la leche , reduce significativamente el -
porcentaje de paricién y tiende a producir bajos niumeros de lechones
al parto [10) . La diferencia en los porcentajes de concepcién Yy pa_
ricion indican que los espermatozoides almacenados por mas de 3 dias
antes de la inseminaci&h producen cigotos mucho mds suceptibles a --
mortalidad embrionaria temprana [3) .

1.- Método de la diluyoconservacién del semen en estado solido ( con_
gelado ) .

Existen dos formas principales para almacenar el semen congela
do :a) en forma de pellets y b) en forma de pajillas o microtubos .

El congelamiento se basa en los siguientes lineamientos ; la —-—
fraccion rica en espermatozoides es colectada dentro de una botella
y mantenida ahf por dos horas a una temperatura de 22% 2% . E1 -
semen se centrifuga por 10 minutos a 300 gravedades . Una vez efectua
do esto , el plasma seminal es eliminado por aspiraciéﬁ y la fraccion

‘resultante contiene una concentracion de 5 X logespermatozoides y 1a
5



cual se resuspende en un diluyente libre de glicerol . El semen con
centrado se enfria gradualmente hasta 5°C por un periodo de dos ho_-
ras , en un recipiente con agua destilada , se realiza de ésta forma
para que el material fecundante no sufra cambios bruscos de tempera_
tura . Una vez que se haya enfriado este , se anade BF-5 ( diluyente
de Pursel y Jhonson ) conteniendo 2% de glicerol ( sustancia criopro
tectora ) para obtener una concentracion final de 0.6 x 107 esperma_
tozoides por ml, , y 1% de glicerol . Esta adicion del crioprotector
se debe a que los espermatozoides comienzan a presentar dano acrosomal
por abajo de temperaturas de 15°C [16) . Los espermatozoides se con -
gelan en pastillas con un volumen de 0.2 ml., sobre hielo seco ( tem_
peratura de -79° ) para despues conservarse y almacenarse en nitré_
trogeno liquido a una temperatura de -196°C en el termo .
2.~ Método de la diluyoconservacion del semen en estado 1{quido .

Despues de haberse efectuado la coleccion del semen , se realiza
su evaluacion para saber la concentracidn eSpermética que posee ., El
diluyente que se vaya a utilizar debe haber sido preparado previamen-
te y fraccionado , toda vez hecha esta labor , se debe mantener con_
gelado y solo hasta el momento que se vaya a utilizar se efectuara el
descongelamiento , la dilucién»se realiza dejando resbalar suavemente
por las paredes del frasco aplicador el semen , agregandolo al dilu -
yente . La temperatura que debe encontrarse tanto el semen como el -
el diluyente al mezclarse , tendria que ser la misma , que debera -
estar entre los 28° y 3k°C . Ya preparadas las muestras de semen di
lufdo » son almacenadas a las temperaturas recomendadas para cada di_
luyente mismas que en general van de 15°a 20°C [1y .

El uso de semen refrigerado es el metodo mas economico para --—-
quienes desean utilizar un determinado semental para inseminar un -
numero pequeno de cerdas en un tiempo muy corto . El procesamiento

o] ..
del semen a 5°C , es similar , ya sea que se vaya a congelar o no .



Después de la coleccién debe mantenerse tibio ( 30°C ) antes de di_
luirlo para evitar-el choque frig [7) .

Pero en nuestro pais estos métodos y técnicas se ven limitadas
debido a los costos elevados del material que se requiere para la -
I.A. , al igual que la escasez del material requerido , por la falta
de tecnolog{a en nuestro pais p;ra su produccioﬁ y mentenimiento del
mismo . aunado a esto el maneso que le da el usuvario al equipo . En
México serd practicamente eficiente este metodo ( I.A. ) en los cer
dos ( y demis especies ) cuando se meioren las vias de comunicacidn
v sistemas de distribucién organizada . Aunque el problema mas im -
portante radica en la importacion del termo y material para algunos
diluyentes , as{ como el manejo que se le de a estos dos factores ;
todo esto es debido a que en México no se ha podido crear una buena
tecnologia para la elaboracion de los mismos instrumentos , as{ como
la mala capacidad para elaborar material para diluyentes de buena -
calidad ; por lo cual el costo tan elevado de todo esto hace imposi
ble que los pequenos porcicultores puedan aplicar esta tébnica a un
costo bajo o accesible . Por lo cual es necesario tratar de implemen
tar otras técnicas de conservacion de semen de verraco que no sea el
semen congelado , Esto.podriahser probando conservarlo diluido y re_ -
frigerado para que su uso sea un poco mas accesible a los porciculto
res .,

No existe alguna razén que impida que la I.A. llegue a ser en
el cerdo un procedimiento préctico y comercial . En la porcicultura
nacional la I.A. si se llegara a lograr eficazmente la conservacién
de un semen fertil por largos periodos , favorecer{a el me joramien -
to rapido de las razas porcinas , con bases zootecnicas adecuadas
La practica de la T.A. como método de reproduccion de las razas por_

cinas selectas permite eliminar cerdos de tipo graso por cerdos de

‘L.ipo carne , para mejorar as{ , la econom{a del pequeno porcicultor ,

1



. /. . !
aulen percioe mayceres ingresos con la minima inversion por conceptu
’ ’
de animales de maxima calidad , euya obtencion , en ocasiones es -
. \

costosn v diffcil .



0 B J E T I Vv O
El objetivo de este trabajo es determinar si el método de con_
ervacién de semen diluido refrigerado mantiene un porcentaje de --
rertilidad adecuado y es a su vez economicamente rentable para los

nequenios porcicultores .

H I P O T E S I 8
Al utilizar algunos componentes para evitar el dano por énfriamiqr
to , es muy probable que se prolongue el tiempo de conservacion del
semén diluido refrigerado con buenas cualidades .
Esto debido a que entre menos cambios sufra el espermatozoide al

bajar su temperatura a menos de 15°¢C y el tiempo de viabilidad puede

ser mayor .



M A TEU RTIAL Y M ET OD O 8

L 0 C A L I Z A C I O N
la. FASE e h v

ésta fase experimental se 1levo a cabo en la granja San Fran_
cisco , de ciclo completo , esta se encuentra ubicada en los linde_
ros del municipio de Cuautitlan dé Romero Rubio , en el pueblo de
Teoloyucan , Edo. de Mexicdb , al morte de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan de lg Univeréidad Nacional Auténoma de Méxi_
co . Su localizaciég geogréfica es a los 19°45' de latitud norte y
a los 95011' de lyngitud oeste del Meridoano de Greenwich , a una -
altura sobre el.nivol del mar de 2285 [5]) .

2a. FASE .

La fase experimental se terﬁiné en la Granja Experimental Por_
cina de la Facultad de Mediciné Veterinaria y Zootecnia de la Uni_-
versidad Nacional Autonoma de Mexico , Que se encuentra ubicada’en
la parte sureste del Valle de México , a la altura del kildmetro -
21.5 de la calzada México—Tulyehualco , en la calle Manuel M. ﬁépez
s/n , dentro del perimetro del pueblo de Zapotitlan , Delegacion de
Tlahwac , D,.F..Su localizacion ggogréfica es a los 19°18'latitud --
norte y a los 99°21 20" de longitud oeste del Meridiano de Greenwich
a una altura sobre 51 nivel del Mar de 2242 metros con una presidn d
558 mg. de Heg. [5) .

ANIMATLTE S8 E X PERIMENTATLTES

la. FASE
Se utilizaron tres sementales , los cuales fuéron colectados -
dos veces por semana hasta obtener cinco muestras por cada animal .,
2a. FASE
a) Se utilizaron dos sementales del programa de Inseminacién Artifi

cial .

4 . {

b) Tambien se ocuparon dos verracos , uno criptorquideo y otro vasec
’ . R .

tomizado , para la ' mmianion Se dee s ©rireviene vy odetec



cion de calores .

¢) Se utilizaron 20 cerdas primerizas de 4 a 5 meses de edad hibri_
das selectionadas del Area de desarrollo ; estas fueron estimulé
das dos veces al dia , con los machos rotatoriamente , una hora -
cada sesion ' ésto para estimular la aparicién del calor temprano ,
este estimulo se empez6 a hacer a partir de los 155 dias de edad
de las hembras tll] s al llegar a un peso de 90 Kg. y presentar
su orimer calor fueron distribuidas en tres grupos de 10 hembras
cada uno ., Estas hembras fueron alimentadas racionadamente desde
los 155 diés de edad hasta ir al rastro , dandoles una racidn de
alimento de tipo comercial concentrado finalizador de dos kilos
por cada una .

G R U P O S E X PERTIMENTALTES
la, FASE

De cada semental se obtuvieron cinco eyaculados , cada eyaculado

era diluido en los tres diferentes diluyentes ( Cuadro 1 ) .

Cuadro 1 Programa de distribucion del semen a
los diferentes tratamientos .

Semental #
# de muestra 1 2 3 L 5

D TRIS-YEMA DE
HUEVO

BICARBONATO-YE
MA DE HUEVO

LECHE DESCREMA_
DA

U 2ZE

2a. FASE
a) Se formaron tres grupos de 10 cerdas cada uno que fueron subdivi

didos a su vez en lotes de cinco hembras cada uno , para realizar

la I.A. con tres diferentes diluyentes (*) , a dos tiempos dife -
i1



rentes de conservacion del semen diluido para cauva unv ue ivs -

grupos ( Cuadro 2 ) .

b) Los verracos que estimulaban a las cerdas éran usados alternada

mente para evitar que las hembras se acostumbraran a un solo ma

cho .

¢) La coleccidn de los sementales se hacia cada 6 o 7 dias

( * ) DILUYENTES

A) TRIS-YEMA DE HUEVO
TRI$ '
Glucosa
Ac. Citrico
Yema de huevo
Penicilina
Estreptomicina

Agua destilada c.b.p.

B) BICARBONATO-YEMA DE HUEVO
Bicarbonato de sodio
Glucosa
Yema de huevo
Penicilina
Estreptomicina
Agua destilada c¢.b.p.

C) LECHE DESCREMADA
Leche descremada
Penicilina
Estreptomicina

Agua destilada c.b.p.

La leche se calienta a 92°C

12 (g)

32 (g)

8 (g)
200 (ml)
1000 (U.I./ml)
1000 (Mg/ml)
1000 (m)

1.5 (&)

30 (g)
300 (ml)
1000 (U.I./ml.
1000 Pg/ml)
1000 (ml)

100 (g)
1000 (U.I./m’
1000 (Mg/m>
1000 (m1)

por 10 minutos antes ae adi_

12




cionarle los antibioticos .

Cuadro 2 Programa de distribucion de las hembras a los diferentes
tratamientos en dos tiempos distintos de servicio prees_
tablecidos .

Subgrupo 1 = 24 hrs. I.A.
Grupo 1 TRIS-Yema de huevo

Subgrupo la= 48 hrs, I.A.
Subgrupo 2 = 24 hrs. I.A.
Grupo 2 Bicarbonato-Yema de huevo
o Subgrupo 2a= 48 hrs. I.A.
Subgrupo 3 = 24 hrs. I.A.

Grupo 3 Leche descremada )
Subgrupo 3a= 48 hrs. I.A.

PH OCETDTIMTITENTO E X PERIMENT

la. FASE

El verraco era sacado de su corral y llevado al area de montas
en el cual se introducia una hembra en calor para que fuera montada
por el verraco , al momento de hacerlo se vaciaba el divert{culo --
prepucial , con el fin de evitar la contaminacién de las muestras -
a obtener por el escurrimiento de orina que ahi se concentra , des
pues el animal desenvainaba y en ese momento era tomado el glande -
con la mano haciendole cierta presién para evitar que el animal re_
trajera el pene , posteriormente se hac{an contracciones con la mano
para simular las contracciones cervicales , el semen se colectd en
un termo preparado para el mismo fin , como el semen se iba a diluir
se colectO unicamente la porcién rica del eyaculado .

Posteriormente se llevo a cabo la evaluacion del semen y la -—
cual consistié en : a) Observacién de la motilidad al microscopio -
éptico colocando una gota del semen en un portaobjetos , cubriendo_
1o con un cubreobjetos , los cuales éran mantenidos a una temperatu_

ra de 35°a 37°C por medio de una termoplatina ; b) Observqcién de la

morfolog{a espermatica : se 1levo a cabo realizando un frotis con la

tincidn de Wells-Awa , para posteriormente hacer un conteo de 200 es
13



permatozoides, y asi obtener el porcentaje de anormalidades .

Previamente a todo ésto los diluyentes ya se habian preparado
y guardado en refrigeraciéh ' estos eran puestos en bano Marfa , de
tal manera que tuvieran una tempeyatura de 10% 35°C para poder ser
ocupados . E1 diluygnte ten{a que estar a la temperatura que se en_
contrara el semen yila dilucién se hizo en una proporcion de 1:5(v/v)
0 sea 1 parte de semen por 4 partes de diluyente . La conservacion
del semen diluido se hizo a una tgmperatura de 5°C en un refrigera_
dor , a las 24 h siguigntes a su preparacién el semen se saco del
refrigerador y se pﬁso én %aﬁo Mﬁria una fraccion en un tubo de en_
saye a una temperatura de 97°C durante 30 minutos , haciendose la -
evaluaciédn de motilidad 'y porcentgje de anormalidades , esto ultimo
se hacla cada 24 ﬁ y se dejaba de hacer cuando se observaba una mo_
tilidad inferior a 15% .

2a. FASE .

a) El1 semental era sacado de su corral y llevado al potro de montas
donde se hacf{a la misma técnica que a los animales de la la, fase
para la coleccidn y evaluacion del semen y s0lo que a estas mues -
tras se les realizaron dos pruebas mks : I) Concentracidn esperma_
tica por medio de la técnica del hematocitdmetro y aplicando la si_
guiente formula : ’ - A
Concentracidn ml=[#.de espermatozoides x 1/5 x 1/10 x 1/200]{1000]
para obtener el total de espermatozoides por ml.; II) Morfologia -
acrosomal‘: se obtenla una peqﬁeﬁa muestra de las dosis que se iban
a utilizar para la I.A. de ese dia , se hizo antes de ser puestas en
bafio Maria y de las dosis se tomd una gota y se puso en un tubo de -
ensaye agregandole después 3 ml de solucion de Hancock [8)] , estas
eran observadas al microscopio de contaste de fases con el objetivo
de 20 x 25x y aceite de inmersion s se hizo él conteo de X0V esper_

matozoides por cada muestra , para sacar el porcentaje de acrosomas
14



normales [15,16,17] .

Cada dosis de inseminacion contuvo un volumen final de £0 ml '
en los cuales hubo una concentracién de 5 x 109 espermatozoides , es
tas dosis se preparaban 24 y 48 h pre-servicio ( tiempo establecido
por los resultados de la la. fase ) , su conservacion era igual que
para los de la la. fase , asi como sl procedimiento para su utiliza_
cion era el mismo gue para la evaluacion ; al terminar de hacer las
‘éQAluaciones correspondien es se inseminaban las cerdas que se re_-
querian , el tipo de cateter que se utilizo fué el desarrollado por
Melrose . . -

b) A las hembras se les revisaron 10s primeros calores , esto se hizo
con un macho vasectomizado y el criptorquideo , llevando a estos
ala saurda de las cerdas dos veces al dia , una a las 8 0 9 a.m.

y laotra a las 5 ¢ 6 p.m.; Al segundo calor también se detectd y es.’

timul® con los machos mencionados anteriormente y S€ insemind de la

siguiente manera : Si la cerda entraba en calor en la manana del dia

1, la ler. I.A. se hizo en la tarde del dia 1 y la 2a, T.A. en la

mahana del dia 2 . Si la marrana entraba en calor en la tarde del -

dia 1 se hizo la 1la. I.A. en la manana del dia 2 y la 2a. I.A. en la

tarde del dia 2 .

Dependiendo del nimero de hembras que entraban en calor se hi_
zo la distribucion en los grupos experimentales de los diluyentes a
utilizar .

A los 30 dias post-I.A. se hizo el diagndstico de gestacién con
la técnica de ultrasonido , ¥ luego fueron enviadas a rastro ( Cua_~
dro 12 ) . No se pudieron recuperar los uteros para realizar el con_
teo de embriocnes , ya que no fué permitido por los propietarios de
las canales y visceras .

A NA L I S5 I 8 E S T A DI S TTI CO

la. FASE
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Se hizo por medio del analisis de varianza , con transformacion

al arcoseno y utilizando la prueba de rango multiple de Duncan [22] .
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En el cuadro 3 podemos observar el analisis de varianza de la
motilidad progresiva en donde se ve que la interaccion entre el di_
luyente y el tiempo { D x T ) tiene una diferencia significativa de
P [ 0.01 . E1 cuadro L nos detalla mas los resultados anteriores en
donde el semen fresco tiene una diferencia significativa de P / 0.05
en comparaciéh del semen diluido refrigerado en los tres distintos -
tratamientos . A las 24 h 1los tres diluyentes no presentan diferen
cia significativa , aunque el diluyente de leche descremada presenta
una ligera ventaja sobre el TRIS y una més 5mplia sobre el de bicar _
bonato pero no significativa ( Cuadro 4 ) . A las 48 h el diluyente
TRIS presenta una pequeinia ventaja no significativa sobre el de leche
descremada , pero si una diferencia significativa de P / 0.05 sobre
el de bicarbonato (. Cuadro L ) . A las 72 h los tres diluyentes —-
presentan una diferencia significativa de P / 0.05 , mostrando el -
TRIS una ventaja sobre el bicarbonato y mhs amplia sobre el de leche.
De las 96 h en adelante ya no hay diferencia .

El cuadro 5 se refiere al analisis de varianza de la recupera
cion de motilidad , en donde vemos que para la interaccién DxTno
hay diferencia significativa , sino lo que influye en los tratamien_
tos es el factor tiempo , el cual tiene una diferencia significativa
de P /£ 0.01 . El cuadro 6 nos muestra que la recuperacion de motili_
dad a las 24 h para los tres diluyentes no presenta diferencia sig_
nificativa , aunque la leche presenta una ventaja sobre el de TRIS y
el de bicarbonato . A las 48 h los tres tratamientos no muestran di_
ferencia significativa , aungue los tratamientos de leche y bicarbo_
nato si muestran diferencia significativa de P / 0.05 en cada uno de

ellos con respecto a las 24 h , el TRIS no muestra diferencia signi

significativa a ningin tiempo y a las 72 h los tres diluyentes no

vuelven a mostrar diferencia significativa .
i7



El cuadro 7 se refiere al analisis de varianza de las anorma_
lidades primarias , en donde se puede observar que la interaccion
D x T tiene una diferencia significativa de P Z 0.01 . En el cuadro
8 se desglozan los resultados del cuadro 7 . En donde el semen fres
co no presenta ninguna diferencia significativa con respecto con el
diluyente TRIS , una mejor tendencia pero no significativa con res_
pecto a la leche descremada hasta las 72 h en donde la diferencia
significativa es de P [ 0.05 y con el bicarbonato es igual que al
anterior con la diferencia significativa de P/0.05 .

El cuadro 9 se refiere al analisis de varianza de las anormal:. _
dades secundarias , en donde se observa gue no hay diferencia signi _
ficativa en el factor tratamientos ni en el factor D x T , mostran_
do esto el cuadro 10 .

"En cuanto al factor de los machos aun cuando hubo diferencia
significativa , no se tomd en cuenta y debido a que los animales -
despues de concluida la la. fase fueron castrados para poder ser en
viados al rastro .

Cuadro 11 nos muestra los porcentajes de la morfologia acroso_
mal de cada una de las muestras de los tres diferentes grupos expe
rimentales , donde se puede ver que el porcentaje de normales y a_
normales es el aceptado para esta especie [16] . Aunque no es muy
representativa la cantidad de muestras que pudieron ser evaluadas ;
esto fue debido a que nos encontramos con algunos problemas en la -
preparacién de los diluyentes , gque se analizan en la discusién .

En el cuadro 12 se observa los porcentajes de fertilidad que
se obtuvieron en cada uno de los grupos experimentales , en donde ve
mos que estos fueron negativos debido a varias circunstancias las -

cuales discutiremos posteriormente .



CUADRO 3 ANALISIS DE VARIANZA PARA LA MOTILIDAD PROGRESIVA EN SEMEN DE
VERRACO FRESCO Y REFRIGERADO EN TRES DILUYENTES HASTA 96 HORAS .

Fuentes de variacion G. L. S. cuadrados C. M. F Sig.
TOTAL 121 38229.25 315.94 ——— ——
Tratamientos 1, 24820,78 1772.91 15,80 0.01
Blogues=Machos 2 1643.49 821.74 17.30  0.01
Diluyentes 3 7605.29 2535.09 22.60 0,01
Tiempo 5 10578.85 2115.77 18.80 0,01
DxT 15 6636,64 LL2 J4d 3.9 0.01
Error 105 1176498 112.04 mm—— m———
G.L. % Grados de libertad S. cuadrados = Suma de cuadrados
C.M. = Cuadrados medios Sig. = Significancia
CUADRO 4  MOTILIDAD PROGRESIVA
Diluyentes Machos Fresco 2hhoras hShoras\ T2horas
TRIS-Yema de huevo 3 79.3312.5? 39.911&.2? 25.55i2?§z 1h.h412.§2
Bicarbonago-Yema de huevo K T 34.h1i18.9g 15.5 i19.6§ 11.20+ Oc
b " de ¢
Leche descremada I L4.95+11.12 20 + 5 6.5 +3.27

Letras diferentes representan diferencias significativas " Duncan P / 0.05 " .

96horas
c
9.33+1.15
c
5.00+ 0

[+
7.5043. 53
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CUADRC & ANALISIS DE VARIANZA PARA LA RECUPERACION DE MOTILIDAD EN SEMEN DE
VERRACO FRESCO Y REFRIGERADO EN TRES DILUYENTES HASTA 96 HORAS .

Fuentes de variacién G. L. S. cuadrados C. M. F 51G.
TOTAL 106 2317,.68 "312.96
Tratamientos 13 11609.84 893,06 3.90 0;01
Bloaues=Machos 2 L .25 372.12 1.62 n.s.
Diluyentes 2 207.86 152,93 672 n.s.
Tiempo I 10948,23 2727.05 11.96 0.01
Dx T 253,75 Lk .21 .193 n.s.
Error 91 20820, 5 228,79 e ——
G,L., = Grados de libertad S. cuadrados = Suma de cuadrados
C.M. = Cuadrados medios SIG = Significancia
CUADRO 6 MOTILIDAD PROGRESIVA
Diluyentes Machos Fresco 24horas 48horas 72horas
TRIS-Yema de huevo . S h8.5lﬁ§g 30.8813?%3 17.62:2.Eg
Bicarbonato-Yema de huevo e h3.37325.i§ 19.9Q125.2§ 14443+ Ob
Leche descremada 3 e 58.23t1u.03 26.2916,82 8.95i5.83

Letras diferentes representan diferencias significativas " Duncan P [ 0.05 "

96horas

bed
11.08+,03¢

acdefgh
7.14+ 0

bed
10.51+3.98
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CUADRO 7 ANALISIS DE VARTANZA PARA LAS ANORMALIDADES PRIMARIAS EN SEMEN DE
VERRACO FRESCO Y REFRIGERADO EN TRES DILUYENTES HASTA 96 HORAS .

Fuentes de variacidn G. L. S. Cuadrados C. M F SIG.
TOTAL 70 1269.82 18.14 — —
Tratamientos 12 345,96 28.83 12.26 0.01
Bloagues=Machos 2 791.73 395,86 168.45 0.01
Diluyentes 3 125,83 41,94 17.84 0.01
Tiempo . 5 73.70 1.7 6.27 0,01
DxT 15 146,42 9.76 L.15 0.01
o Error | 56 132,13 2L T— ——
G.L. = Grados de libertad S, “Cuadrados = Suma de cuadrados
C.M, = Cuadrados medios SIG. = Significancia
CUADRO 8 ANORMALIDADES PRIMARIAS
Diluyentes Machos Fresco 24 horas L8horas 72horas
ab ab ab a
TRIS-Yema de huevo 3 L.0+2 .46 5.83+4.48 5.38+2.93 3.16+1,15
Bicarbonato-Yema de huevo. I 5.25:2.2? u.33¢.n22 10. 50+ Oc
Leche descremada ; J—— 7.1Qi2.28 5.50:2.%2 8 17.33

Letras diferentes representan diferencias significativas " Duncan P [ 0.05 "

96horas
ab
3.33+1,52

et an e e 1 i




CUADRO 9 ANALISIS DE VARIANZA PARA LAS ANORMALIDADES SECUNDARIAS EN SEMEN DE
VERRACO FRESCO Y REFRIGERADO EN TRES DILUYENTES HASTA 96 HORAS .

Fuentes de variacidn G, L, S. Cuadrados C. M. F SIG.
TOTAL 67 3003.89 Lh.83 ——em ——
Tratamientos 12 L47.07 37.25 .883 - n.s.
Bloques=Machos 2 334.18 167.09 3,98 0.01
Diluyentes 3 265,47 88.49 2.11 0.01
Tiempo 5 101.92 20.38 .283 n.s.
DxT 15 79.68 5.31 .126 n.s.
Error 53 2222.64 41.93  mmeem —
G.L. = Grados de libertad S. Cuadrados = Suma de Cuadrados
C.M. = Cuadrados medios SIG, = Significancia

CUADRO 10 ANORMALIDADES SECUNDARIAS

Diluyentes Machos Fresco 24horas L8horas 72horas 96horas
TRIS-Yema de huevo 3 i 3.75¢2.47 4.75+1.06 1,95+.586 2,75+1.06 b o141
Bicarbonato~Yema de huevo 3 mee————— L.50+3.18 10.66+ O 5.75+ 0 cm—eeem
Leche descremada 3 e 3 #1441 6.66+ O 13 +0 emeeee-

Letras diferentes representan diferencias significativas " Duncan P / 0.05 "




JUADRO 11 PORCENTAJE DE MORFOLOGIA ACROSOMAL PARA SEMEN DE VERRACO
REFRIGERADO EN TRES DILUYENTES Y ALMACENADO HASTA 48 HORAS .

'rupo - Diluyentes Horas No. de muestras Porcentaje de acrosomas Porcentaje de acro_
evaluadas normales ( % ) somas anormales (%)
1 TRIS-Yema de huevo 24 1 97+ 0 3+ 0
36 1 97+ 0 3+ 0
48 0 —— ——
2 Bicarbonato~Yema de huevo 24 0 — -;--
36 0 ——— ——
48 0 ———— ——
3 Leche descremada 24 4 95.54¢1.73 he5+1.73
36 2 96.5+ 0 3.5+ 0
L8 1 96 + 3.8+ 0

El nimero reducido de muestras evaluadas se debid a que del total de muestras ,
no fue posible su evaluacién , debido a la alta concentracion y aglutinacion que pre_

sentaron , por lo tanto no se hizo analisis estadistico .
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CUADRO 12 PORCENTAJE DE FERTILIDAD PARA SEMEN DE VERRACO REFRIGERADO EN TRES
DILUYENTES Y ALMACENADO HASTA 48 HORAS .

Grupo Diluyentes Subgrupo No. animales Porcentaje de No. de embriones
inseminados ferz,i;iglad

1 24 h 5 0 0
1 TRIS-Yema de huevo

la 48 h 5 0 0

2 24 h 5 20 ' ¥
2 Bicarbonato~-Yema de huevo ;

2a 48 h 5 0 07

3 2, h 5 20 . 7%
3 Leche descremada

3a 48 h 5 0 0

( * ) Este nlmero de embriones fueron de las Unicas cerdas que quedaron gestantes ,
solamente que no se supo si fueron el total de ellos , ya que la hembra abortd en la

madrugada , aproximadamente a los 75 dias de gestacion .
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En la la. fase , durante el tiempo de almacenamiento en refri_
geracién ( 5°C ) del semen diluido , se observo que el tiempo de --
preservacién fue mayor para el diluyente que contiene TRIS , conser_
vando buenas cualidades del semen en comparacién con los otros dos -
diluyentes a las 72 h . Aunque se observo que el tiempo éptimo para
su utilizacién es a las 48 h como maximo .

Esto no coincide con lo reportado por Kato y col. [10) , quienes
encontraron caracter{sticas aceptables hasta los 12 dias , sin embar_
go los diluyentes , aunque con la misma base , no fueron preparados
de igual forma ; retirandose en este caso algunos componentes que en_
carecen la mezcla , y omitiendose algunas técnicas en su preparacién‘,
como fué la centrifugacidh al final de haberse hechc la mezcla , 1o -
cual pudo haber afectado , como se dijo en la apreciacion de la morfo
logf{a acrosomal , esta omision se debid a que la mezcla se harfa a —-
nivel de campo y no se podria llevar a cabo esta tecnica ; Pursel[19]
menciona que la composicién de la yema de huevo , si no se centrifuga
afecta al semen . Niwa y col. [14) también mencionan buenos resultados
de almacenamiento a temperaturas de 3° a 5°C con el diluyente a base
de TRIS .

| En la 2a, fase a nivel de laboratorio y de campo , se observo -
que el diluyente a base de leche descremada tiene buenas cualidades
junto con el diluyente a base de TRIS hasta las 24 h . Esto coincide
con los datos de Aamdal y Huyset citados por Graham v col. [6] quie_
nes utilizaron la leche con resﬁltadOS aceptables durante 24 h .

Con los resultados obtenidos en la 2a. fase , no se pudo defi_
nir la situacion de aque diluyente se comportaria mejor de los tres

utilizados , esto debido a que la prueba de campo se vio afectada -

por varios factores :

a).- Bl usar hembras primerizas

25



b).-

e)-

a).-

No haber hecho las técnicas completas en la preparacién de
los diluyentes .

Un brote de Parvovirus que afectd a la granja ; el cual —-
afecta en etapas tempranas de la gestacién en la mayoria -
de las veces evitando la implantacidn de embriones [12] .
Las cerdas que tenian de 15 a 20 dias de servidas con I.A.
sufrieron un estress durante 4 dias , debido a que los co
rrales en los que se encontaban fueron despojados de sus -
techos para algunas reparaciones , por lo tanto estuvieron
a merced de lods rayos solares , lo que les provocé una ele

vacidén de su temperatura a 39.5°y hOOC y durante 5 dias .

26
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Con respecto a las evaluaciones hechas en los cuadros 4 y 6 los
tres diluyentes no pueden ser utilizados para la I.A. de las 72 h en
adelante .

También con esto se observa que el mejor de los tres diluyentes
fue el que contiene TRIS , pero a nivel de campo y por los resultados
presentados en los cuadros 4 , 6 , 11 y 12 , es mds econdmico y accesi
ble la preparacién y utiiiéacién del diluyente a base de leche descre_

mada durante las primeras 48 h de preparado .

R E ¢ O M E N D 4 C I 0O N E 8

Se recomienda realizar mas trabajos de investigacidn sobre ésta
1inea y utilizando un mayor numero de hembras en edad adecuada y -—-
buscar alternativas en los componentes de los diluyentes para que me

joren su calidad y puedan ser preparados en condiciones de campo .
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