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INTRODUCCION

Investigaciones recientes han reportado exitos en la
inseminacién artificial de cerdas usando semen fresco, sin
embargo, en contraste con la abundante informacién referente
al congelamiento de semen bovino, relativamente poca
informacién esta disponible sobre la criopreservacién de semen
de verraco. La mayoria de los 1nvest'igadores han fallado en
obtener aceptables tasas de fertilidad, obteniendo resultados
muy modestos e inconsistentes cuando inseminaron con semen
ﬁost-descongelado. La necesidad de una eficiente y conveniente
utilizacién de semen porcino es indiscutible. El mejoramiento
de los parametros productivos so0lo podran lograrse usando
sementales de comprobada eficiencia y de alto potencial
genético. Es bien conocido, que la inseminacién artificial de
cerdas bajo las condiciones actuales de manejo repercute en
bajas tasas de fertilidad y diminucidén del tamaiio de 1la
camada. La técnica quirurgica de inseminacién artificial por
medio de Jlaparotomia-laparoscopia parece ser que dan
fertilidades mdas alentadoras sin embargo, el uso de estas
técnicas tienen sus limitaciones restringidas principalmente
al area de investigacion. Para aplicacion préactica, es
incuestionable las ventajas gque ofrece el congelamiento de
semen, sin embargo hasta la fecha no se ha logrado preservar
el semen de porcino sin que el descongelado del mismo afecte
significativamente la motilidad y la integridad acrosomatica.

El cobjetivo de este trabajo es probar el efecto del

lavado de semen, dilucién en SOFY ( saliva - opuntia -
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fructosa - yema de huevo ), glicerolizacién y congelado en la

motilidad medida después del descongelado.



LITERATURA REVISADA
ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL APARARTO REPRODUCTOR DEL VERRACO.

Los testiculos en el verraco son muy grandes Yy su
contorno es regularmente eliptico. Estan colocados de modo gue
su eje mayor estd dirigido hacia arriba y atras, siendo el
borde libre superficial y hallandose la cola del epididimo en
la parte mas alta. (Sisson, 1974). |

Segun Schuarze (1972) en el cerdo 1los testiculos
presentan una posicién oblicua, por lo que el extremo de la
cabeza se dirige craneoventralmente y el borde del epididimo
craneodorsalmente.

Las dos funciones principales de 169 testiculos son
producir los espermatozoides, las células germinales
masculinas, y secretar andrdégenos o sea las hormonas sexuales
masculinas.

La - mayor parte del testiculo esta compuesto por tubos
seminiferos, que son los que producen los espermatozoides, y
por las ceélulas intersticiales, que se encuentran dispersas
entre los tubos y su funcién es secretar testosterona
(Sorensen, 1979).

El mediastino testicular es un cordon axial de tejide
fibroeldstico, del que irradian tabiques interlobulares
{Sisson, 1974).

La trama formada por el mediastino confiere al testicule
su estructura y su forma caracteristica, ya que mantiene fijos
en su lugar a los tubos seminiferos, células intersticiales y

rete testis.
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Dentro de los testiculos, las unidades productoras de
espermatcozoides son los tubos seminiferos. Estos integran 1la
mayor parte de.la masa testicular y reciben sus nutrientes por
medio de la gran cantidad de vasos sanguineos que atraviesan
los séptulos del testiculo interno. Los tubos son muy largos,
enrcllados y de dimensiones microscépicas (Sorenseh, 1979).
Los espermatozoides pasan de los tubos seminiferos hacia
una trama de tubos colectores denominada rete testis. Estas
estructuras se localizan en el mediastino y recogen la esperma
a medida que ésta pasa por los tubos seminiferos. Los tubos
estan revestidos con epitelio cuboidal o escamoso simple y
actuan como pasaje hacia los conductos eferentes. En el
verraco, muchas de esas células tienen burbujas de secrecién
en la superfice. El1 fluide contribuye al transporte de los
aespermatozoides (Sorensen, 1579).
los espermatozoides pasan enseguida hacia los conductos
eferentes, estos los reciben inmaduros provenientes de la rete
testis y los llevan sobre la superficie del testiculo, hasta
el epididimo. Estos conductos estan revestidos por un epitelio
cuboidal o columnar ciliado. Los cilios de estas células son
moviles. Por lo tanto, impulsan activamente a los
espermatozoides a través de 1los conductos. Adémés da las
células ciliadas, existen células secretoras qué presentan
granulos de tamafo considerable. Estas producen un ligquido gue
ayuda en él transporte de los espermatozoides hacia la cabeza
del epididimo. Se considera aproximadamente que scn 15 tubos o

conductos (Sorensen, 1979).
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Sisson (1974) menciona que son 7 u 8 conductos eferentes
gque van al epididimo y que parten de la rete testis. Por otra
parte Schwarze- (1972) dice que son de 14 a 21 conductos o
tubos eferentes en el cerdo.

El epididimo cumple cinco funciones principales: primero,
sirve como lugar de maduracién para los espermatdzoides, los
cuales estan todavia inmaduros al llegara la cabeza de 1la
estructura. Segundo, actia como un pasaje espermatico que
comunica a los conductos eferentes con el conducto deferente.
Tercero, concentra la esperma pues al paso de éste se absorbe
una parte del 1liquido. Cuarto, sirve como drea de
almacenamiento. La principal 2zona de acumulacién es la cola,
situada sobre la superficie ventral. Los espermatozoides ahi
concentrados estan maduros y listos para cumplir su funcion
natural. Quinto, produce enzimas que digieren los
espermatozoides no eyaculados {Sorensen, 1979).

Segun Sisson (1974) el epididimo esta intimamente unido
al testiculo, su cola es muy voluminosa y forma una proyeccidn
conica obtusa en la extremidad posterior del testiculo.

El epididimo esta situado, en el cerdo, én el borde
¢raneodorsal. El1 conducto del epididimo tiene de 17 a 18 m
estirado (Schwarze, 1970). |

Los conductos deferentes, son muy largos, reciben los
espermatozoides concentrados provenientes de la cola del
epididimo.y los transportan hacia el coliculo seminal. Forman
parte del cordon espermdtico y luego penetran hacia la cavidad

abdominal, donde se revisten con un pliegue del peritoneo. Sus
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paredes musculares efectuan contracciones peristadlticas que se
inician en la cola del epididimo y se desplazan conl rapidez
hasta la uretra, impulsando un chorro de semen hacia ésta y
luego al exterior. Envolviendo a los testiculos se encuentra
el escroto gque es una cubierta protectora de piel gruesa Yy
pilosa (Sorensen, 1979)J

El escroto esta situado a corta distancia dei ano y no se
halla tan marcadamente definido de las porciones circundantes
como en otros animales (Sisson, 1974).

La elasticidad del escroto del cerdo no es mucha, pero
mantiene una temperatura dentro del testiculo menor a la
corporal, necesaria para la espermatogeénesis {De Alba, 1985).

Debajo de la piel se encuentra la tunica dartosg, de
naturaleza musculo-elastica, y se puede considerar como
verdadera bolsa testicular (Schwarze, 1970).

Esta‘se contrae cuando hace frio para arrugar el escroto
y acercar los testiculos al cuerpo, con lo cual los entibia;
por el contrario, se relaja cuando hace calor y asli permite
que los testiculos pendan lejos de la temperatura abdominal.
El musculo cremaster es éontinuacién de la musculatura
abdominal y se fija en las tunicas vaginal y parietal. Su
funcion es elevar los testiculos y, junto con el dartos, ayuda
a mantener una temperatura testicular constante (Sorensen,
1979).

El cremaster externo estda bien desarrollado y se extiende
hasta cerca del centro de la porcion escrotal de la tunica

(Sisson, 1974).
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En el epididimo se encuentra situada la base del corddn
espermdatico, que es5 una formacién aplanada, mds O menos
cénica (Schwarze, 1970).

El corddn pasa a través de 1los anillos inguinales
superficiales por los musculos abdominales oblicuos externos y
penetra en la cavidad abdominal a través del anillo inguinal
profundo, integrado por varios misculos (Sorenen, 1979).

El cordon espermatico es necesariamente muy largo de 20 a
_25 cm en un verraco de talla media (Sisson, 1974).

Existe una red de vasos sanguineos llamada plexo
pampiniforme que se localiza en el cordén espermatico, entre
el testiculo y el anille inguinal supefficial. La vena
testicular esta muy espiralada en esta regién y forma una
estructura reticular alrededor de la arteria testicular. La
sangre fria de la red venosa disminuye la temperatura de.la
sangre arterial que ingresa y, de ese modo contribuye a
mantener el mecanismo termorregulador de los testiculos, junto
con los musculos dartos y cremaster (Sorensen, 1979).

Existen vesiculas seminales gque son extraordinariamente
voluminosas Yy que se extienden en el interior de la cavidad
abdominal. Son masas piramidales, con tres caras, y estan en
aposicion entre si en la linea media, cubriendo la parte
posterior de la vejiga y uréteres (Sisson, 1974).

Schwarze (1970) dice que la longitud de 1las vesiculas
seminales es de 7 - 12 cm.

Sequn Sorensen (1979) las dimensiones de las vesiculas

son de 14 por 6 cm y .contribuyen del 10 al 30 % con la
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secrecién vesicular al eyaculado del verraco. El sitio donde
se pezclan la esperma y los liquidos accesorios recibe el
nombre de doliculo seminal. La esperma Yy los 1liquidos
accesorios ya mezclados reciben el nombre de semen.

El coliculo seminal se hincha durante la exitacidn sexual
Y la eyaculacion, lo que cierra el orificio del ureter y evita
gue la orina se mezcle con el semen. Este pasa a la uretra y
sigue ese tubo continuo, en el gue desembocan otras glédndulas
accesorias, a lo large del pene hasta el exterior (Sorensen,
1979).

La prostata secreta un liguido resba;oso que limpia y
lubrica la uretra a la vez que aumenta ligeramente el volumen
de semen, lo cual puede verse como una gota de liquido
transparente dgque eécurre del glande poco antes del coito
(Sorensen, 1979).

La prostata consta de dos partes. El1 cuerpo mide
aproximadamente 2.5 cm de anchura y cubre el cuello de la
vejiga y la uretra en su puntoc de union. Esta a su vez oculta
por las vesiculas seminales (Sisson, 1974).

Segun Schwarze (1970) la prdstata del cerdo es pequefa y
estd constituida por un cuerpo plano, en forma de broche,
situado en el comienzo de la uretra. |

La funcién de las glandulas bulbouretrales son muy
similares a las de la préstata: limpiar y lubricar la uretra,
e incorpérar un pequeno volumen de liquido al semen.

Las glandulas bulbouretrales en el verraco son grandes y

tienen forma semejante a un cigarro; se localizan a los lados
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de la superficie dorsal de la uretra y miden 12 x 3 cm. Estas
glandulas aportan una considerable cantidad de liquido al
eyaculado por el verraco, el cual tiene un volumen 20 veces
mayor gque el del toro (Sorensen, 1979). Schwarze (1970)
difiere en lo anterior, diciendo que 1la longitud de las
glandulas bulbouretrales en el verraco es de 17 a 18 cmy 5 cm
de grosor. Por otra parte Sisson (1974) esté de acuerdo con
Sorensen (1979) diciende que la longitud de dichas glandulasg
es de 12 cm y 2.5 a 3 cm de anchura.

En lo que se refiere al pene, la raiz de este se localiza
en la region del miscule bulboesponjoso. El1 tejido conactivo
forma tres Areas esponjosas: una que envuelve a la uretra (el
bulbo de pene) y otras dos laterales (la crura penis). lLa
crura se junta por debajo del misculo bulboesponjoso para
formﬁr el cuerpo cavernoso del pene, que estda recubierto por
una capa muy resistente de tejido conectivo blanco, la tunica
albuginea. El1 ensanchamiento del cuerpe cavernoso durante la
exitacién sexual, provoca rigidez peneana con lo gque se
facilita la introduccién en el momento de la cépula. Este
congestionamiento es el resultado de la obstruccién del flujo
venoso del pene por los misculos isquiocavernosos que
encierran a las dos flexuras sigmoides y crean una accién de
bombeod en la base del miembro. El semen es impulsado a gran
velocidad a través de la uretra mediante la contraccidén del
misculo  bulboesponjoso, seguido por  unha oleada de
contracciones de la uretra provocadas por la sangre encerrada

en el cuerpo cavernoso. Conforme disminuye la exitacién, el
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flujo venoso se restablece y la presion se normaliza. El
verraco tiene pene fibroelastico con flexura sigmoide. la S
peneana se localiza en posicién craneal en referencia al
escroto (Sorensen, 1979).

Segun Sisson (1974) el pene del verraco se asemeja en
general al del buey. Sin embargo la flexura sigmoidea es
preescrotal. La parte anterior no presenta glande, pero esta
retorcida en espiral, especialmente en la ereccion. El1 pene
del verraco mide de 40 a 50 cm de longitud.

Segun Schwarze (1970) el cuerpo del pene es largo, delgado
y resistente y esta provisto de escaso tejido cavernoso. La
flexura sigmoidea se localiza hacia el ombligo con respecto al
escroto. lLa punta del pene es fina y enroscadas ligeramente en
forma helicoidal.

El cuerpo del pene continua entre las piernas pasando por
los cordones espermaticos y forma la porcién libre peneana,
cuya porcién terminal, de consistencia mas blanda, se denomina
glande. En la base del segmento libre del pene se encuentra
fijo el prepucio, gue envuelve relajado y 1lo cubre
parcialmente después de 1la protursién. Por lo regular el
glande gueda dentro del prepucio para protegerse.

La porcién libre del pene del verraco tieneruna forma muy
caracteristica, ya que se trata de una estructura blanda,
enrrollada cuando esta en relajamiento, y que no se distingue
con facilidad del cuerpo del pene. Después de la ereccién, se
adquiere la apariencia de un sacacorchos o tirabuzén al

ponerse turgente. El glande, que es la parte mas distal,
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penetra el cuello uterino de la marrana y se mueve en forma
rotatoria durante la cdpula. Hasta donde se sabe es el unico
animal domésfico en el que hay penetracién del cuello uterino
durante el coito (Sorensen, 1979).

El prepucio estd formado por una capa externa de piel
recubierta por pelos y una parte interna gue envuelve la parte
libre del pene., El prepucio se convierte en una cubierta para
una parte del cuerpo del pene después de la ereccién y
extensién lo que protege a este iultimo durante el coito.

El verraco posee glandulas prepuciales muy activas y un
diverticulo en esa misma 2ona. En el mismo se acumulan,
detritos celulares y liquido prepucial, lo que confieren al
animal su olor caracteristico. Dicha exhalacién es, segun
parece, atrayente para las cerdas en estro, pero es muy
picante y ©penetra los tejidos del verraco haciendo
desagradable su carne (Sorensen, 1979).

Sugun Schwarze (1970) en el prepucio del verraco el
diverticulo puede alcanzar un tamaho aproximado al huevo de

una gallina.
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HITORIA DE LA INSEMINACION ARTIFICIAL DEL CERDO

El desenvolvimiento histérico de 1la inseminacién
arﬁificial en cerdoé, comprende tres periodos: El primero toma
origen en las iniciales experiencias sobre inseminacién
artificial porcina llevadas a cabo por Ivanov, en Rusia, en
los afos de 1931-1932, citado por Perez (1966), utilizando
métodos rudimentarios de obtencién de esperma (esponja
peniana), seguidos de nuevos intentos de inseminacidn
artificial del cerdo, realizados por Lipatov, Rodin vy
Kamisarov, citados por Perez (1966), que dieron como
resultados la introduccién del maniqui para la recoleccién del
esperma en el cerdo, hata el decubrimiento de 1la wvagina
artificial llevado a cabo poco después en Rusia y en la misma
época, por McKenzie, en los E.E.U.U.

Un segundo periodo comenzaria en el afio de 1938, en el
gque el profesor Bonadonna, Albodanza Yy otros colaboradores
italianos establecen la vagina artificial como método de
recoleccidén espermatica perfectamente adaptado a la fisiologia
eyaculatoria del cerdo. No obstante, este gran avance de la
inseminacién artificial que como técnica de reproduccién
animal habia resuelto el problema de recoleécién espermatica,
mediante el método parafisiolégico ciertamente eficaz, sin
embargc, sSe encontraba con un gran problema planteado por la
dificultad de conservacidn in sitha del propio eyaculado, asi
como con gréndes dificultades en cuanto a soluciones
diluyentes de perfecto comportamiento bioldégico en relacién a

los espermatozoides del cerdo, por otra parte muy sensibles a
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tal efecto. Estas razones fueron responsables de un verdadero
colapso en la difusién de la inseminacién artificial en la
especie porcina, a pesar de las exigencias que en consecuencia
venia demandando la extension de las modernas explotaciones
industriales.

El tercer periodo en el desenvolvimiento histérico de la
inseminacion artificial porcina toma su origen en los afos
1955-56. Corresponde a los ingleses Polge y Rowson, asi como a
Glover y Madden, el mérito de haber sentado los fundamentocs
sobre 1los cuales habria de difundirse sin limites 1la
inseminacién artificial en las explotaciones porcinas de todo
el mundo. En consecuencia, se analizaron distintos métodos
para la dilucién y conservacion del esperma a base de:
citrato, yema de huevo, leche descremada, antibidticos, etec.,
intentandose, por otra parte, la congelacién del esperma gque
habria de permitir la conservacién a largo plazo del material
fecundante del verraco.

Trags el planteamiento con éxito de estos aspectos
biolégicos que limitaban la utilidad practica y econdémica de
la inseminacion artificial en 1la especie porcina,- surge
evidentemente una verdadera etepa de expansidén prometedora de
la inseminacién artificial en las industrias de prdduccién

porcina.
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COLECCION DE SEMEN
Los procedimientos para lograr una adecueda coleccién de
semén son muy variables y todo depende de la respuesté del
verraco a cada uno de los procedimientos. Sorensen (1979)
describe un mimero de formas o procedimientos para colectar
semen: recuperacién, masaje, condon, insercién vaginal,
fistula uretral, mano enguantada, vagina artificial vy
electroeyaculacién. E1 método de recuperacién después de um
servicio natural puede ser logrado por aspiracidén desde el
utero, usando para tal caso una sonda conectada a una jeringa.
El semen cclectado por este método siempre estard contaminade
con bacterias y secreciones uterinas, cervicales y vaginalas.
En 1914 un profesor italiano (Amantea) de la Universidad de
Roma desarrcllé una vagina artificial para ser usada con
perros, posteriormente, se desarrolldé una vagina artificial
especifica para cerdes. En la actualidad se ha incluido en las
vaginas artificiales para verracos un dispositivo que varia la
tensién con la ayuda de una bola de hule, la cual sirve para
subir aire en movimientos crecientes y decrecientes los cuales
semejan las contracciones naturales de la vagina de la cerda,
para lo cual los verracos son muy sensitivos y estimulan la
eyaculacidén. Sin embargo, si una vagina artificial especifica
para cerdos no es posible de obtener puede usarse una para
toro haciendole ciertas adaptaciones, tales como acortando su
longitud. Tambien puede usarse una manguera de radiador con un
tubo de latex.

El método de la mano enguantada es el mas utilizado
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actualmente, y se utiliza un guante de goma (Hamcoock Yy
Howell, 1959) citados por Rillo (1982), tiene la ventaja de
siﬁplificacién, disﬁinucién de costos de material, suprimiendo
la necesidad de limpieza y esterilizacion.

Finalmente tiene la ventaja de evitar las reacciones de
inhibicién de los verracos causadas en particular por las
variaciones de temperatura gque se producen en la vagina
artificial y que hacen rehusar la subida al maniqui a algunos
machos, asi como la produccion de eyaculados incompletos por
estimulos inhibitorios.

El operador se coloca a la derecha del maniqui o cerda
en celo y cuando asoma el extremo del pene, 1lo coge
fuertemente del tirabuzén siguiendo sus movimientos
anteroposteriores sin forzarlo y en el momento en que este se
encuentra totalmente erecto, se tracciona dando comienzo 1la
eyaculacién. Para exitar mejor al verraco se puede hacer
pequenas contracciones con la mano.

El extremo del pene se coge con el pulgar por la base y
parte posterior del tirabuzén, mientras con los dedos indice y
medio se siguen los surcos que lo rodean quedando la palma de
la mano en la parte superior en ocaciones, los movimientos
rotatorios no permiten asir el pene con facilidad y si el
verraco comienza a eyacular, aunque la posicidon de la mano no
sea correcta, se debe mantener esta forma a pesar de no ser la
éptima, pueste que durante la eyaculacidén no debe cambiarse la
posicién de la mano, ya que si el verraco no siente bien

tijada la extremidad del pehe se exitaria nuevamente con

10285
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espermatozoides deberé colectarse para propésitos de

inseminacién artificial.
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CARACTERISTICAS DEL SEMEN DE CERDO
Un estudic detallado del semen de cerdo fue reportade por
M&kanzie (Anderson, 1945). El semen de un cerdo normal es de
un color grisaceo a blanco lechoso dependiende de la
concentracion de espermatozoides; entre mas alta es ia
concentracion de espermatozoides es mas blanquecino el color
del semen. El semen fresco no tiene olor, al menos que se
contamine con orina o con el contenido del diverticulo
prepucial. Esta bolsa contiene orina en descomposicién vy
residuos celulares, los cuales tienen un clor desagradable
( es el olor sexual caracteristico del cerdo ). Del 60 a 75 %
del semen es ligquido y ligeramente viscoso con una gravedad
especifica de 1.01 a 1.02. Un eyaculado normal contiene ademas
de la porcidn liquida, porciones de hojuelas de material
gelatinoso las cuales tienen apariencia de pastillas. En un
eyaculado fresco este material asemeja una cadena de pastillas
de 3 a 5 mm. de didmetro, con la superficie plana unida, a
medida que el semen estd expuesto al medio ambiente, estos
cuerpos gelatinosos absorben liquido, lo que provoca que se
ensanchen y se precipiten al fondo formando una masa solida de
material gelatinoso. Después de enfriado por 24 horas o mas,
puede absorber tanta cantidad de liquido del semen que puede
comprender del 50 al 75 % del peso total. Esta masa tiene un
color gris opaco con una gravedad especifica de 1.03 a 1.04.
Es posible encontrar esperwmatozoides en el  material
gelatinoso, los cuales son atrapados al amalgamarse después de

la eyaculacién.



19

Algo de material gelatinoso se produce durante todo el
periodo de eyaqulacién pero este varia, en apariencia vy
-cantidad dependiende de la etapa de eyaculacién. En los
primeros minutos el eyaculado es descolorido tal vez por la
presencia de orina; el material gelatinoso presente en esta
etapa presenta una masa uniforme con la consistencié viscosa
de un lubrijcante. La mayor cantidad de material gelatinoso
tipico aparece al final o inmediatamente después de la
fraccion del eyaculado que contiene la mas alta concentracién
de espermatozoides. Al final o inmediatamente después'de la
expulsién de la fraccidn rica en espermatozoides, el semental
expulsa casi por completo material gelatinoso.

Un semental puede presentar uno, dos o mas ondas de
eyaculacién ricas en espermatozoides, generalmente dos.
Después de cada onda aparece un fluido claro de poca
viscosidad que contiene muy pocos o casi ningun espermatozoide
con una gravedad especifica de 1.01 o menos.

El volumen del eyaculado varia de 125 a 500 ml. siendo lo
mds comin de 200 ml. Milovanov (1936) obtuvo volumenes desde
150 a 400 ml.

Lag vesiculas seminales, glandulas de Cowper, prostata,
glandulas uretrales y el epididimo contribuyen con.ls a 20 %
10 a 25 &, 55 a 75 ¥ y 2 a 5 % del volumen del semen total
respectivamente. La fraccién, parte gelatinosa a parte liguida
es generalmente constante promediando cerca de 70 % de liquido
de una eyaculacién. El numero de espermatozoides por mm’ varia

de 0.1 a 0.5 x 10° per mm’. El nimero de espermatozoides por
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eyaculado puede alcanzar hasta 30 x louﬂ sin embargo el
promedio total es alrededor de 8.5 X 10 (concentracién
.promedio de 0.3 x 10° por mm’ ) -

Debido a la configuracién anatémica de los cuernos y
uitero de la cerda, y el numero de ovulos liberados, grandes
cantidades de semen son necesarias para lograr uné adecuada
fertilizacién, el volumen recomendado varia entre 50 a 100 ml.
de semen fresco libre del material gelatinoso, estos volumenes
son para concentraciocnes de esperma razonhablemente altas.

Ia morfologia del espermatozoide de un verraco puede
variar, y nos dara una indicacién de su fertilidad. Mckenzie y
Phillips (1937) describieron varios tipos de anormalidades:
colas enrrolladas, porcién media agrandada, porcién media
acamada, las cuales describieron en ese orden como las mis
comunes en eyaculacion de cerdo. Rodolfo (1934) describe tres
tipos de anormalidades referentes a la gota citoplasmatica de
los espermatozoides;  aquellos que no tienen gota
citoplasmiatica, los que presentan gota citoplasmatica sobre el
cuello, y aquellos con gota c¢itoplasmidtica hacia la parte
media de la cola. Se creia qgue estos tres tipos representaban
diferntes estados en el desarrcllo del espermatozoide.
Phillips (1935) concluye que la morfeclogia espermatica de un
verraco fertil no deberda tener mas del 20 % de formas
anormales, de 20 a 50 ¥ de anormalidades producen prcblemas de
fertilidadrtales como: camadas pequefias o verracos que fallan
en prenar las cerdas. Por otra parte, Milovanov (1936) reporta

que verracos fertiles no debeéen tener mas del 30 ¥ de forma
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anormales en el esperma de su eyaculado. Atencidén especial
debera prestarse a los cambios en la integridad del acrosoma,
ya que el acrosoma tiene un papel mnmuy importante en 1la
fertilizaciodn. Los cambios del acrosoma estan mas
correlacionados con 1la fertilidad que 1la motilidad del
esperma. El acrosoma puede ser dafiade durante la dilucidn, el
enfriamiento, almacenamiento, congelamiento y descoﬁgelamiento
del semen (Salamon et. al., 1973). El1 dafo mas severo ocurre
en los cambios de temperatura ascendentes como el descongelado
y el calentamiento a 37°C cuando se usa semen fresco. De
acurede c¢on Mckenzie et. al., (1934) un eyaculado de verraco
puede ser diluido en tres o en cinco fases, dependiendo si
ocurre una o dos ondas de alta concentracioén espermdtica en la
eyaculaciodn; la primera o fase preespermdtica comprende de 1 a
5 minutos, consiste principalmente de orina, material
semisclido, no contiene espermatozoides y comprende del 5 al
20 % del eyaculado. lLa segunda o fase espermatica dura de 2 a
5 minutos y consiste en un liquido blancec lechoso y algo de
material gelatinoso, esta fraccién contiene la mayor parte del
esperma Yy <comprende del 40 al 60 % del volumen total
eyaculado. Cuando hay dos ondas de eyaculacidn, lé segunda y
la tercer fase se repiten pero el volumen del semen y la
concentracién espermatica son mucho mas bajos en.la segunda
repeticién de la segunda fase gque en la primera repeticidn de
la sequnda fase. La segunda onda es mucho mas pronunciada en
unos verracos gque en otros, mientrag que en algunos animales

esta completamente ausente; la segunda y subsecuentes
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repeticiones de la sequnda fase tienden a desaparecer con
sucesivas eyaculaciones. Usualmente la tasa de evaculacién
comienza a incrementarse a partir del tercer minutc, alcanza
su pico maximo entre el cuarto y el quinto minuto y se
disminuye después del sexto minuto por dos a tres minutos,
para ser seguido por una segunda elevaciodon cerca dél final de
la eyaculacidén. Entonces, hay una onda inicial de maximo pico
Y una segunda de un pico menos pronunciado. La duracidén de la
eyaculacioén varia grandemente entre verracos, Yy no existe una
aparente relacion entre la duracién y la frecuencia de 1la
eyaculacién, se han encontrado diferencias_ tales como 4.5
minutos en la duracién para el eyaculado de un semental hasta
16 minutos en otro. Tampoco podemos establecer una relacidn
entre la duracidén del eyaculado y el volumen obtenido.

El pH del eyaculado fue estudiado por Rodolfo (1934),
existe una gran variacién entre las diferentes fracciones de
un eyaculado en cuanto a su pH; la primera fraccién puede
alcanzar un pH de 8.4 a 9, este alto nivel de pH se debe
principalmente a la alta concentracién de orina que puede
presentarse al inicio de 1la eyaculacién. El1 fluido de las
glandulas accesorias que aparece después de la orina limpia el
conducto uretral de orina y otros contaminantes; Durante un
coito normal este material es desechado antes de gue el pene
penetre la vulva, el pH del total de semen colectado no debe
exeder de'7.9, los valores mas usuales obtenidos de muestras

limpias son alrededor de 7.3.
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TABLA 1. Composicién del semen de verraco (segun White, 1958 )

citade por Smidt y Ellendorff, 1972.

e ——

PROPIEDAD O COMPONENTE UNIDAD VALOR MEDIO LIMITE DE
DISPERSION

N —

Volumen del eyaculade = ml 250 150 - 500

Espermatozoides X 10°/ml 0.100  0.02%5 - 0.3

Descenso crioscépico °c 0.62 0.59 - 0.63

. Conductibilidad mho X 107 129 125 - 135

pH 7.5 7.3 - 7.9

Adua g/100 ml 95 . 94 - 98

CO2 ml/100 ml 50

Na mg/100 ml 660 290 - 850

X mg/100 ml 260 90 - 410

Ca mg/100 ml 4 2 -6

Mg mg/100 ml 11 $ - 15

¢l | ng/100 ml 330

P mg/100 ml 66 150 - 430

N mg/100 ml 615 335 -~ 768%

Fructosa m@/1oo ml 12 2 - 25

Acido citrico ng/100 ml 140 30 - 330

EE N T e s IR ST SO SR S EE SN R e e R T SR R e S e S SRR O IR AR T EE
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SEMEN FRESCO
Es el que se utlliza a nivel de explotacidén porcina y,
que después de su obtencién, puede conservarse a temperatura
ambiente durante dos a tres horas y aplicarlo a cuatro o cinceo
hembras repartiendo aproximadamente unos 50 ml. de esperma a
cada una.
SEMEN REFRIGERADO
81 queremos conservar el semen mas de 2 a 3 horas hay que
tener en cuenta gue la composicién del plasma gue se ha unido
a los espermatozoides durante la eyaculacién tiene como
finalidad estimular el metabolismo celular para conseguir el
midximo de actividad durante el transporte.esperm&tico Y por
ultimo en el momento de la fecundaciédn.
| Se debe afadir al esperma un medio que equilibre la
accién de las sustancias del plasma seminal, manteniendo las
células en condiciones de inactividad metabdlica tal a la que
se encontraban en el &epididimc para poder recuperar
posteriormente esta actividad en el momento de la
inseminacién; simultaneamente, es preciso también disminuir la
ftemperatura como coadyuvante en el mantenimiento del estado de
anabiosis.
El semen refrigerado se conserva a dos temperaturas: 5°C
y 15°C. |
El semen conservado a 5°C necesita el aporte ds
sustancias crioprotectoras, siendo las mas utilizadas la yema
de huevo y la leche.

El ritmo de descenso de temperatura a 5°C debe ser Ruy
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lento para evitar el choque térmico antes de que los
fosfolipidos de la yema de huevo recubran la membrana celular,
llevando a cabo su efecto crioprotector.

La temperatura mas utilizada en casi todos los paises es
la de 15°C. Tambien al igual que el anterior descensc este
debe ser muy lento y una vez llegada la temperatura a 15°C se
debe mantener.

SEMEN CONGELADO

Durante la década de los cincuenta aparecen los intentos
de Polge (1956), Hoffman (1959) y Hess y colaboradores (1967),
citadeos por Rillo (1982), y aungue 1los resultados fuesen
esperanzadores ya que las células desconq&ladas manifestaban
motilidad, no se conseguia fertilidad.

Durante la década del 60 al 70 Graham (1962), Bader
(1964), Iida (1966), King y Mc Person (1967), etc. citados por
Rillo (1982), contintan las investigaciones: pero nc es hasta
1970 que Polge, Salamon y Wilmut (citados por Rillo),
consiguen fecundar cerdas por via quirurgica a través del
oviducto, obteniendo una tasa de fecundacién del 83 % cuando
las inseminaciones se hacian proximas al momento de 1la
ovulacién,

A partir de entonces varios investigadores consiguen
poner a punto técnicas para la aplicacidén por via cervical:
Graham (1971), Vicente (1971), Crabo e Einarsson (1971),
Pursel y Johnson (1971), etc. (citados por Rille 1982).

Los resultados de fertilidad gque se obtienen oscilan

entre el 50 y el 75 %‘en el caso de esperma de verraco <on
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buena capacidad de congelacién, aunque en la practica son muy
pocos los animales selectos que cumplen este requisito.

En la técnica de congelacidén se siguen los siguientes pasos:
1.- Equilibracidén inicial

El plasma seminal'contiene lipoproteinas que pueden ser
aprovechadas en la proteccién de la membrana celuiar, por este
motivo diversas técnicas conservan la fraccicén rica durante un
tiempo que oscila entre una ¢ dos horas después de la
obtencién del semen.
2,- Centrifugacion

El plasma seminal se elimina por tener una fuerza idnica
muy elevada y por lo tanto de efectos negativos en la
conservacion.
3.- Concentracion
Las dogis deben tener como minimo 6 X 10°
espermatozoides. La concentracién idénea segun diveros autores
oscila alrededor de los 600 000 espermatozoides por mm’.
4.- Los mas utilizados son el BFs de Pursel citado por Rillo
(1982), y los que contienen lactosa © glucosa con YyYema de
huevo.
5.- Tiempo de equilibrio

Debe ser como minimo de tres horas después de la dilucién
para dar tiempo a la proteccion celular.
6.- Velocidad de enfriamiento

Al-principio debe ser lenta, pero una vez protegida la
célula se puede acelerar hasta los 5°C. La congelacién debe

ser semirdapida a través de hielo carbonico o vapores de
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nitrogeno ligquido.
7.- Mcdelado y envases en la congelacidn

Hay dos métodos clédsicos, pajillas y pildoras o pellets.
Las pajillas han sido muy utilizadas por los autores alemanes
y estan dando muy buenos resultados en Bélgica. Pero la mayor
parte de los investigadores usan la técnica de'Nagase y Niwa
gue consiste en la preparacion de pellets entre 0.1 y 0.25
cc., sobre un molde de hielo carbdnico.
8.- Descongelacidn

El semen congelado en pajillas segun 1la técnica de
Westendorf citado por Rillo (1982), se descongela de la
siguiente manera, inmediatamente degspués de sacar la pajlilla
del tanque de nitrdégeno liquido, 1la colocamos sobre agua
caliente a 50°C hasta que aumente la temperatura del semen
alrededor de los 30°C. En el caso de las pajillas que se
utilizan en esta técnica, con volumen de 6 cc. de semen
necesitan 40 segundos de inmersiéon en el agua para la
descongelacidn.

Después de esta operacion se anade el contenido de la
pajilla en un diluyente a 37°C, con un volumen de 50 cc.

Una de las formas para descongelar los pellets es la
técnica de Pursel (1976), y sigue los siguientes pasos:
- Introducir los pelletsgs durante tres minutos en una caja de
poliespan.
- Diluéién en el medio BTS (Pursel y Johnson, 1975), siete
veces el volumen de la dosis a 42°C,

= Utilizacion inmediata.
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Algunos diluyentes para semen de c¢erdo son:
Hilsenberg VIII (Richter et al., 1975)
5.7% g Glucosa
0.25 g Lactosa
0.45 g Citrato trisodice dihidratado
0.35 g Disodio EDTA 7
0.12 g Bicarbonato de sodio
0.04 g Cloruro de potasio por litro

100 ml Agua bidestilada

BFs (Pursel y Johnson, 1975)

1.2 g N~-Tris-(Hidroximetil) metil-2 aminometano Ac. sulfonico
0.2 g Tris (Hidroximetil) aminometano

3.2 g Glucosa

0.5 ml Pasta orvus

20 mllYema de huevo

100 ml Agua bidestilada

BTS (Pursel y Johnson, 1975)

3.7 g Glucosa |

0.6 g Citrato trisedico dihidratado
0.125 g Disodio EDTA

0.075 g Clorure de potasio

100 ml Agua bidestilada

BL1 (Pursel y Jchnson, 1976)

2.9 % Glucosa



1.0 % Citrato de sodio

0.2 % Bicarbonato de sodio

0.03 % Cloruro de potasio

0.01 % Sulfato de dihidroestreptomicina

1000 U.I/ml Penicilina K

BF3 (Pursel y Johanson, 1971)
Lactosa
Caseina

Tris

N
& d¢ of o

Acido citrico
0.5 % Fructosa
0.1 % Estreptomicina

1000 U.I/ml Penicilina K

Graham, E.F (1971)

3 % sSolucidén de citrato de sodio
70 partes de yema de huevo

7-9 % Solucidon de leche en polvo
2.1 g NaHCOs3

42.9 g Glucosa

1000 ml Agua bidestilada

29
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DILUYENTE SOFY
Este diluyente consta de saliva artificial de McDougall,
(McDougall, 1947), como solucién buffer, Mucilago de nopal
(Opuntia spp.), que se considera como fuente de algunos
azucares tales como arabinosa, galactosa y xilosa entre otros.
Contiene tambien fructosa como fuente energética y yema de

huevo como proteccion y fuente de alimento.

SALIVA ARTIFICIAL DE McDOUGALL.
La saliva fue encontrada por determinaciones

potenciométricas para tener un pH de 8.23 debido a la gran
cantidad de bicarbonato presente. La concentracién de ion
hidrogeno puede ser calculada indirectamente en dicha solucion
del contenido total de COz y 1la presion parcial del Co0z,
preporcionando la composicién de la solucidn conocida,

El objetivo de 1la saliva artificial es el de
confrarrestar los cambios de pH que sufre el semen debido al
metabolismo de los espermatozoides; del mismo modo que lo hace
en el rumen con las secreciones acidas del metabolismo de las
bacterias.

BIOXIDO DE CARBONO (COzj

Vandemark y Sharma (1957), citado por Garcia, 1986
desarrollarcn un diluyente para incrementar el uso de
inseminacién artificial en areas donde nho se dispone de
refrigerador, este diluyente fue 1llamado I.V.T. (Illinois,
variable, temperatura). La caracteristica sobresaliente de
este diluyente de semen es que incluye COz como un inhibidor

reversible del matabolismo del esperma. La incorporacién del
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gas al diluyente se hace a temperatura ambiente, burbujeando
el gas de CO2 hasta que el pH se reduce hasta 6.35. 8in
embargo, con anterioridad el concepto del gas come inhibidor
del metabolismo del esperma fue establecido por Shettles
(1939). Garcia (1986) usé el COz para estabilizar el pH del
SOF (Saliva - Opuntia = Fructosa) hasta lograr un pH de 7. El
reporté sobrevivencia de espermatozoides de caprine por 21
dias usando este diluyente. Peterson y Norolound (1958)
reportaron sobrevivencia de espermatozoides por 15 dias
después de exponer la dilucidén a 150 atmosferas de Nz a 6’c.
Foote (1976), reportdé el diluyente "Cornell University" (CUE)
con aire en la fase gaseosa fue igual en la sobrevivencia
observada en la presencia de COz o Na.

MUCILAGO DE NOPAL (Opuntia spp.)

Fue incluido en el diluyente SOF por Garcia (1986). ILa
produccién de nucilago estd caracterizada como un fenomeno
comin en el Reino vegetal y aparece en todos lo0s grupos de
plantas. Sin embargo, la produccién de mucilago es
caracteristica de la Familia Cactaceae. La adaptacidén a la
sequia de la opuntia ha sido atribuido al reciclaje de carbon
atraves del CAM (metabolismo acido de las crassulaceaes).¥Y no
a la funcién del mucilago en el calcio y la.economia del agua
de 1la planta. Sin embargo, puede contribuir hacia 1la
resistencia al congelamiento y el cicatrizado de las lesiones
de | las plantas como ha sido sugerido para los
arabinogalactanes (Clark, et al., 1979).

Garcia (1986}, reporta que el mucilago de Opuntia ficus
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indica contiene: arabincosa 24.6 % , galactosa 40.1 % , acido
galacturonico 10 % , ramnosa 13.1 % vy xilosa 22.2 & . El
mucilago purificado tiene un alto peso molecular (46 x 10%,
es un polielectrolito negativamente cargade, el cual tiene una
alta viscosidad en el agqua, y una baja viscosidad en
‘amortiguadores a pH de 7.4. La viscosidad se incrementa a
medida que el pH se incrementa en la regicn'acida, el pico de
viscosidad se obtiene a pH de 7. En presencia de iones de
calcio 1la viscosidad permanece constante entre un pH de 2 a 8
(Trachtenberger y Mayer, 1982).

AZUCARES

La adicion de azucar ha sidoc usado como un ingrediente en
los diluyentes ﬁe semen de los animales domésticos. La adicién
de glucosa a los diluyentes para semen de bovino a resultado
en un mejoramiento de su motilidad después del descongelado,
Martin y Emmens (1961), reportaron un incremento de la
fertilidad al incrementar el tiempo de equilibrio en muestras
gue contenian 1.25 % de fructosa. Sin embargo, Martin y Emmens
(1958) habian réportado que 1.25 % (v/v) arabinosa y fructosa
anadido al diluyente 'no produjeron mejores tasas en 1la
concepcién. Nagase y Graham (1964), estudiaron diluyentes gue
tenian 20 % de yema de huevo, 4.7 % de glicérol y 75.3 % de
una soclucién de azucares. Seis diferentes combinacidnes de
azucares en solucién fueron comparadas, no encontrandose,
diferencias en fertilidad debido a 1la composicién de 1la
solucién de azucar.

La fructosa es rapidamente metabolizada por el
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espermatozoide (Mann, 1948), sin embargo, otros azucares no
penetran la membrana del plasma. Probablemente cualquier
efecto beneéfico de tales azucares es el resultado de sus
propiedades crioprotectoras. Nagase et al., (1968) reportaron
el efecto protector de los azucares en contra del congelado y
descongelado de los espermatozoides de toro éobre todo cuando
este se congela en pastillas. Salamon et al., (1973)
exprimentaron con azucares como ingrediente del diluyente de
verraco (arabinosa, xllosa, manosa, glucosa, lacteosa, sucrosa,
y rafinosa ). Diferentes combinaciones de azucares fuercn
utilizadas con diferentes concentraciones de glicerol. La
mejor recuperacion del espermatozoide de cerdo después de
congelado y descongelado se logréd con glucosa a una
~concentracion de 315 mM en diluyentes que contenian 22.5 % de
yema de huevo Yy 7.5 % de glicerol. Por otra parte Wilmut ¥y
Polge (1977), reportaron que en la ausencia de glicerol, la
maxima motilidad fue obtenida con fructosa pero casi ninguna
con glucosa. En contraste, cuando el diluyente contiene
glicerol la maxima motilidad se logré con diluyentes gque
contenian glucecsa, alguna motilidad se obtuvo con diluyentes
que contenian glicina pero casi ninguna con diluyentes que
contenian fructosa. Lo anterior nos sugiefe que existe una
interaccion entre el tipo de azucar y el glicerol.

YEMA DE HUEVQ
7 La yema de huevo actua como una fuente que proporcioné
nutrientes y se ha visto gque tambien le sirve de proteccion al

espermatozoide cuando este se congela. La yema de huevo debe
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separarse bien de sus otros componentes, ya que estos son

deletéreos para los espermatozoides.

GLICEROL

El descubrimiento de que el glicerol puede proporcionar
considerable proteccidén a 1los espermatozoides dutante el
congelamiento y descongelamiento fue descubierto hace 40 afos,
Polge et al., (1949), logré estos descubrimientos cuando
estudiaba 1la preservacién de semen de gallo a bajas
temparaturas. Esta accidn protectora del glicerol ha sgido
explotada en congelamiento y descongelamiento de semen de
toro. Desafortunadamente, no ha sidoc posible desarrollar
métodos exitosos cuando se trabaja con esperma de varraco. Una
gran dificultad que ha sido dificil de superar cuando se
congela semen de cerdo, estd relacionada con una marcada
discrepancia entre motilidad y la capacidad de fertilizacidn
de los espermatozaides que han sido congelados y descongelados
en la presencia de glicerol. La méxima motilidad obtenida con
semen de cerdo congelado y posteriormente descongelado se ha
obtenido en presencia de 4 a 6 § de glicerol. Sin embargo, si
tal sgemen es depositado dentro del utero via cérvix, 1la
fertilizacion obtenida es desalentadora. Por otra parte,
cuando el semen de verraco es congelado y déscongelado en la
ausencia de glicerol © en la presencia de proporciones muy
reducidas (1-2 % de glicerol) 1la motilidad después del
descongelado-es reducida, pero la capacidad de fertilizacidn
se incrementa a niveles aceptables. Altos niveles de glicerol

(4-6 % ) en el diluyente produciran un incrementoc en la
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proporcién de espermatozoides con danoes acrosomaticos después
del congelado y descongelado y, consecuentemente, el vaciado
de enzimas i.nfracelulare tambien se incrementard (Graham

et al., 1972).
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EXPRIMENTOS CITADOS POR ALGUNOS AUTORES

TABLA 2. Efecto de dilucidn antes y después de la incubacidn
en la morfologia del acrosoma y motilidad después del choque

frio a 5°C por 10 minutos. (Pursel, et al., 1973).
(Exprimento 2)°

Horas de incubacién antes del choque frio

bilucidén® 1 3 5 1 3 5
-~=% NAR acrosomag—-- ===} motilldade==-

A 1:2 29.4° 59,1 82.1 22.5 51.2 78.8

B 1:6 o 20.4 39.7 54,4 15.9 23.1 48.8

C 1:2-1:6 23.7 55.5 61.2 16.5 40.0 52.5

D 1:10 23.1 36.7 50. 3 11.6 23.8 41.9

E 1:2-1:10° 23.1 51.9 66.4 12.2 35.0 55.6

o

El coeficiente de variacién fue de 10.75 % para NAR y de
12.88 % para motilidad.

El prome%io de la concentracion de semen por!pl. fue de

278 x 10 para 1:2, 93 x 10 para 1:6 y 56 X 10 para 1:10.
Valor medio para ocho repeticiones.

La dilucion fue 1:2 durante la incubacién y 1l:6 durante el
chogue frio.

La dilucion fue 1:2 durante la incubacién y 1:10 durante el
choque frio.

Tabla 3. Efecto del vclumen de pellets en la morfologia de

acrosoma y motilidad, en semen congelado de verraco. (Pursel y

Johnson., 1973).

e e e e e e e e e e I T T SR e T T ER ST I ST aEERee e o
Volumen del % d%'acrosomas % de motilidad®
pellet en ml." NAR

.09 65 T 3.7 43 331

.18 64 o 3.8 49 ;3.4

.27 64 - 3.9 53 = 3.3

® Ppellets (3 x 10° esperma) .mantenidos en wuna caja de

poliuretano por 3 min. ¥y degpués se anade una solucidn
descongeladora de 12.5 ml. a 50°C.

® Media * D.s para dos eyaculados.
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Tabla 4. Efecto del tipo de azucar y concentracién de azucar
en el porcentaje de espermatozoides mdviles después del

descongelado. (Salamon , et al., 1972).

——— = —— s e v g i e e e

Tipo de azucar Nombre del Concentracién de azicar Medias
en el diluyente  azicar en_el diluyente (mM)_ ____
105 210 315
Mconosacaridos Arabinosa 1.3 8.0 8.3 5.3
Xilosa 0.2 8.3 15.9 6.3
Manosa 5.1 9.6 17.9 10.2
Glucosa 6.1 21.3 29.7 17.8
Disacaridos Lactosa 15.0 19.9 5.1 12.6
' : Sucrosa 17.9 15.0 2.9 10.8
Trisacaridos Rafinosa 16.2 10.9 0.0 6.1
Control Glicina 10.1 25.0 22.4 18.6
Medias 7.5 14.3 10,2 10.5

Tabla 5. Efecto de la concentracién de glucosa y el método de
descongelado en el porcentaje de espermatozoides méviles

después del descongelado. (Salamon, et al., 1973).

e N e T e e e o T e T T e e T N e e e e A o O e e T e T T S T e N I AR e T I AR S AT SR T
Método de Concentracicn de glucosa en el Medias
descongelado diluyente (wM). _________________

210 3185 420 525
Prueba de tubos
en seco 17.9 19.2 6.4 0.57 9.0
En solucién de %
glucesa 210 (mM) 4.3 6.4 5.1 2.3 4.4
En solucién de "
glucosa 280 (mM) 12.8 16.1 11.3 7.9 11.9
En solucion de .
glucosa 350 (mM) 13.2 16.1 13.2 7.9 12.5
Medias 11.5 14.0 B.7 3.9 9.1

' Temperatura de descongelado 37°C.
Pilucién descongeladora 1:2 (pellets:solucion v/v).
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Tabla 6. Relacidén entre tipo de polyol, concentracién ([]) de
polyol, y el nmétodo de descongelado en el porcentaje de
espermatozoides mdviles después del descongelado. (Salamon.

et al., 1973).

o i e i T e B i o i, e e i e e i i T === . o I e e e o R T
Tipo de [] de polyol en el diluyente — _
polyol en MELOAO Qe | i i i o e - X
el diluyente descongelado 100 180 260 340
Inositol En tubos secos 20.8 27.6 19.8 8.4 18.6
En solucion "
. descongelada 9.6 14.3 16.7 13.9 13.5
Dulcitol En tubos secos 19.7 23.7 30.2 24.3 24.4
En solucion P
descongelada 8.4 12.6 10.7 11.8 10.8

1.1 18.9 14.2 16.5

®i
[
-3
[

Tabla 7. Interaccidén entre la temperatura de descongelado y el
método de descongelado en el porcentaje de espermatozoides

méviles después de descongelado. (Salamon, et al., 1973).

S By sy e S Sy~ S U S S S BE Se——
Método de descongelado Temp. de descongelado °C X
| 60 50 37
En tubos secos . 22.6 22.2 19.5 21.4
En solucidn descongeladora 11,2 17.8 8.2 12.1
Dilucioén descongeladora 142 {pellets:solucidn

descongeladora, v/v ).
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Tabla 8. Efecto de la concentracidén de bajo peso molecular de
polyol { LMWP) en el diluyente en el porcentaje de

espermatozoides mdéviles después del descongelado. (Salamon,

______ _ e I
Tipo de Concentracidon de IMWP en el diluyente(M) _ x
diluyente :

0.25 0.50 0.75 1.00
Glucosa-yena
de huevo 25.13 29.1 30.7 27.2 28.1
Inositol-yema
de huevo 14.2 18.8 26.6 30.2 22.1
X 19.5 23.8 28.6 28.7 25.0

" No contiene glicerol.

Tabla 9. Interaccién entre el método de dilucion y 1la

concentracidén de glicerol en el porcentaje de espermatozoides

moviles después de descongeladco. (Wilmut. et al., 1973).
e oo mr =T Bl e e R I e T e e e T S e o T e o 2 D e e e e e o g o i e ey e e e e M T P T S
Método de Concentracién de glicerol (% v/v) Medias
dilucién

2.0 ' 4.0 8.0
(i) Una etapa (67)%25.5 (67) 24.0 (62) 21.9 23.8
{ii) (58) 25.0 (62) 29.1 {58) 26.5 26.9
(111)Dos etaras 4y 539 (62) 25.0 (52) 26.5 24.8
Medias 24.5 26.0 24.9 24.8

#*
Los valores gque estan dentro del parentesis son 1los

porcentajes de motilidad pre-congelado.
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Tabla 10. Efecto del tiempo de almacenaje del semen diluido a
5°C antes del congelado y de la concentracién de giicerol en
el porcentaje de espermatozoides moviles después del

descongelado. (Wilmut, et al., 1973).

o T T — T — T e e e e e e o B B i T T T S T— T I o S S T Ty S o T S " T W S T —— ——— — —

Concentracioén de Tiempo de almacenaje a 5°c* Medias

glicerol (% v/v). T OTTTTTTTTTTTTTEITTET TS
30s 5 min 50 min

4 29.7 30.2 29.7 29.8

6 30.2 27.6 28.1 28.6

B 26.0 21.9 20.8 22.9

10 20.5 17.0 17.6 18.3

12 17.0 12.6 16.7 15.4

Medias 24.5 21.5 22.3 22.7

' En semen diluido 1:2
Despues de adicionar el glicerol a parte del diluyente a
5°C;se refrigera la parte del semen diluida (1:1) da 30 a

5°C en 2.5 hr.

Tabla 11. Efecto del método de dilucidén y de la concentraciodn
de glicerol en el porcentaje de espermatozoides méviles

después del descongelado. (Wilmut, et al., 1973).

Método de Concentracion de glicerol (% v/v)' Medias
dilucioén .
2.0 4.0 8.0
1 Una etapa 19.8 29.1 20.8 23.1
2 17.4 24.5 29.1 23.5
3 9.0 11.8 15.7 12.0
4 [Pos etapas 7.9 8.9 13.1 9.9
5.9 7.9 11.3 8.3
Medias 11.56 15.5 17.6 14.8

* En semen diluido 1:3.
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Tabla 12. El1 efecto én el porcentaje postdescongelado de
espermatozoides méviles usando seis agentes crioprotectores én .

tres concentraciones®. (Wilmut y Polge,1977).

I I R I I i e e e e i I o o i T i I . T o e e e e e N e e e e T ay e o o o T DT S S O O T
Agentes Concentracién en el Medias
semen diluido (M)
0.25 0.50 1.00
Glicerol 10.8 25.2 18.2 17.7
Eritritol 17.5 25.2 11.3 17.6
Etileno glicol 5.8 3.8 1.1 3.3
Dietileno glicol 7.5 8.2 5.9 5.9
Propileno glicol 5.3 B.9 4.8 4.8
DMSO ) 15.8 17.0 5.8 12.3
Medias - 10.0 13.5 5.5

El porcentaje postdescongelado de espermatozcides méviles Qe
control = 4.9.

Tabla 13. Efecto en el porcentaje de espermatozoides méviles
de congelado y descongelado en presencia de seie combinaciones

con tres concentraciones®. (Wilmut Polge, 1977).
b 4

e ——— e e o A A e e e e il s e e s s -

Agente Concentracidén en la Medias
dilucién de semen (M)

0.25 0.50 1.00
Glicerol 14.3 24.4 1.5 19.2
Acetamida 13.8 18.7 29.4 20.3
Metil pirrolidona 1.1 0 0 1.2
Dimetil acetamida 1.1 0 0.4 2.7
Dinetil formamida 3.8 0 0 3.7
Tetrametil urea 0.9 0.2 0 3.0
Medias 4,6 | 2.8 3.3

® El1 porcentaje de espermatozoides mdviles de control = 5.8.
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Tabla 14. El1 efecto en el porcentaje de descongelado de
espermatozoides moviles en tres métodos de dilucidén y cinco

concentraciones de acetamidas. (Wilmut y Polge,b1977).

- e o e e e et b e e e E e s e

- °
Concentracién de Método de dilucidn . Medias
acetamida (M)

1 2 3

0.00 3.6 5.5 3.2 4.0
0.25 6.6 7.2 5.4 6.4
0.50 9.4 9.4 6.6 8.4
1.00 23.8 8.2 3.8 10.7
2.00 1.8 6.4 6.0 4.5
Medias 7.7 7.3 4.9

Tabla 15. El1 efecto del método de dilucién y concentracion de
eritritol en el porcentaje de espermatoziodes méviles

postdascongelado. (Wilmut y Polge, 1977).

b+ -+ 4+ o+ r -t 2 24+ 1+ 3+ + ++ 3 F—F -2+ F -4 34+ F - -+ ¢F F 1-- +-F - 1 F 3 ] + 3
Concentracién de Método de dilucién Medias
eritritol (M)

1 2 3
0.00 . 12.1 4.9 5.0 7.1
0.25 18.9 7.8 5.1 9.9
0.50 21.6 7.6 6.6 11.3
1.00 17.1 8.1 3.2 8.8
Medias 17.3 7.1 4.9
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Tabla 16. Efecto del tiempo de inmersién en bafe wmaria a 52°C
en el post-descongelado en la motilidad del semen congelado de

verraco en maxi-pajillas. {Pursel y Park, 1987).

S i s e e e e e e e e e e e A T T O e e e e s e s e e o s A e R T B 5 SR R A R
Tiempo de Motilidad ( % )
inmersion (seg.)
0.5 h" : 2 n*

28 25 21

34 31 25

40 37 30

46 29 24

52 23 21

58 22 18

* Tiempo de evaluado el semen después del descongelado.

Tabla 17. Motilidad, morfologia del acrosoma y capacidad de
fertilizacién de semen de verraco congelado, hetercespérmico y

homoespérmico. (Pursel y Johnson, 1975).

R SN e T T R g S I T N T T I S T = O SR SR = Bk IR aEEn e
Concepto Heteroespermico Homoespermico
Cerdas inseminadas 13 13
Cerda con huevos fertilizados 11(85%) 11(85%)
Huevos recuperados b 125 122
Huevo fertilizados normales 104 (85%) 109(89%)
Huevos fertilizados anermales 4(3%) 2(2%)
Huevos no fertilizados 16(13%) 11(9%)
Morfologia del acrosoma’ 5 3
NAR ( % - SE ) 73 = 1.9 | 71 = 2.0
Motiljdad del espermatozoide® + +

( ¥ - SE ) 51 - 3.2 42 - 3.5

a
b
c

Dos inseminaciones de 6 x 10° espermatozoides
De cerdas con huevos fertilizados
Evaluacidn post-descongelado



44

Tabla 18. Efecto de la concentracioén de glicerol y de xilitol
en el porcentaje de espermatozoides moviles despuds del
descongelado. Diluyente: yema de huevo - inositol 180 mM.

(Salamon, et al., 1973),

e I I e S s e e e e S X BT TR et T = EEE R e e e e B I e SR O PR BT S O e R T

Concentracion de Concentracion de xilitol en
glicerol en el el diluyente (M) Madias
diluyente (% V/V) © 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
0 5 0.0 14.9 17.4 21.6 20.6 1.8 9.8
3.75 (2.5). 26.5 21.0 25.0 24.5 23.% 12.5 22.3
7.50 (5.0) 29.7 28.1 21.6 16.5 6. 4 0.0 13.9
Hedias 13.2 21.7 21.2 20 8 16, 0 2.7 15.0

* Concentracién de semen diluido 1:2
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MATERIALES Y METODOS

Las pruebas de laboratoric se iniciarén el mes de
septiembre de 1989 y se concluyeron el mes de diciembre del
mismo anao.

El trabajo se llevé a cabo en el cCampo ExXprimental de
Zootécnia de 1la Facultad de Agronomia de la U.A.N.L., ubicado
en Marin N.L., en las instalaciones porcinas y en uno de los
laboratorios con los que cuenta dicha Facultad.

Para la realizacidén de este trabajo, se tuvo gque probar a
varios sementales, para ver cual era el mas manejable y el que
montara el maniqui sin cohibirse ante la presencia de los
técnicos para proceder a 1la extraccién. Primeramente se
intentd la extraccidén con la monta de un semental a una hembra
en celo, utilizando el método de la manc enguantada, perc se
tuvo el problema que la hembra en la mayoria de las ocaciones
no aguantaba por wmucho tiempo el pesoc del semental, y el
semental retraia el pene al momento de sujetarselo.
Posteriormente se intenté por el mismc método la extraccidn,
solo que en lugar de una cerda en celo, se utilizd un maniqui
impregnado con la orina de una cerda en celo, para estimular
la monta del macho: se probaron varios sementales, y se
escogié al gue tenia mas libido y nc se coibia ante la
presencia de los operarios a realizar 1la extraccidén. Al
intentar la extraccién de semen por el método de la mano
enguahtada, nunca se tuvo exito, ya que cuando se sujetaba el
pene con la mano, éste 1o retraia impidiendo asi la

extraccién, en las multiples ocaciocnes en que se intenté
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extraer por este método, esto es debido a que el verraco no
estaba entrenado para este tipo de extraccidn. Posteriormente
al ver el fracaso que se obtuvo con el método anteriormente
citado, optamos por utilizar el método de la vagina
artificial, que consiste en un tubo de caucho gque en su
interior lleva una funda de latex; en el tubolde caucho existe
un orificio por donde se le agrega agua entre 37 y 39°C y
presion por medio de una pera insuflar gque va conectada en
dicho orificic después de agregar el agua. Por un extremo de
la vagina artificial se aplica jalea lubricante y por el otro
lado se le coloca una funda cdénica para después reccolectar el
semen en un recipiente. Una vez gue monta el semental al
manigui y desenfunda el psne, este se¢ sujeta y se desvia hacia
un lado para introducirlo dentro de la vagina artificial y se
espera el momento en que empieza la eyaculacidn; se elimina la
primera fraccion ya que es pobre en espermatozcides, y ese
colecta la segunda fraccidn, que es de color blance lechoso y
rica en espermatozoides, y la tercer fraccidon gue tiene
apariencia de peguenas pastillas de consistencia gelatinosa
gue unidos forman una masa consistente, es capturada con una
capa de gasas dque se le colocan al termo recolector. Una fez
terminada la eyaculacion se quitan las gasas del termo Yy se
tapa perfectamente bien, llevandolo inmediatamente al
laboratorio para procesarlo. Fue asi como se obtuve el primer
eyaculado de buena calidad para poder ser procesado.

La fraccion de semen recolectada en el termo es llevada

de inmediato al laboratorio en donde se wva a procesar.
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Posteriormente se analiza el semen en el microscopio para
checar la motilidad y la concentracién de espermatozoides en
la fraccién recolectada.

Se usaron dos diluyentes, uno para lavar el semen, esto
significa que se agrega una parte de diluyente por una de
semen, se centrifuga y se decanta con el‘ fin de que los
espermatozoides se precipiten y eliminar el liquido seminal.
El otro se utiliza propiamente para congeiar.

La composicién del diluyente para lavar el semenh fue el
SOF (Garcia, 1986).

80 % de saliva artificial de McDouglas.

20 % de mucilago de nopal (Opuntia spp.).

2.5 gr. de fructosa / 100 ml. de diluyente.

1000 U.I de penicilina sodica / ml. de diluyente.
1 mg. de estreptomicina / ml. de diluyente.

La saliva artificial de McDouglas modificada por
Garcia (1986), se elabora de 1la siguiente manera:

En un litro de agua destilada se disuelven:

9.80 gr. de NaHCO: (Bicarbonato de sodic)
7.00 gr. de NazHPOs. 7H20 (Fosfato de sodio)
0.57 gr. de KCl1 (Cloruro de potasio)

0.47 gr. de NaCl (Cloruro de sodio)

0.12 gr._de MgSCs. 7H20 (Sulfato de magnesio)

El mucilago de nopal se extrae de la siguiente manera: se
cort;.a una penca de nopal y se le guitan las espinas y la
corteza, luego se corta la pulpa en trozos y se coloca en un

vaso con agua destilada y se pone a hervir durante unos
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minutos, luego se filtra perfectamente bien usando un papel
filtro del numero 41 y se obtiene el mucilago.

El diluyente para congelar consta de dos fracciones, A Y
B :
La fraccién A contiene:
* yema de huevo
*+ galiva artificial
* mucilago de nopal
- penicilina 1000 U.I / ml. de diluyente
- estreptomicina 1 mg. / ml de diluyente
- fructosa 2.5 gr. / 100 ml. de diluyente
La fraccion B contiene:
* yema de huevo
* saliva artificial
* mucilago de nopal
- penicilipna 1000 U.I / ml. de diluyente
- estreptomicina 1 mg. / ml. de diluyente
- fructosa 2.5 gr. / 100 ml. de diluyente
* glicerol
NOTA: Los componentes marcados con * varian su concentracién
dependiendo del tratamiento de que se trate.
El método que se siguio para la congelacién de semen
consiste de los sigulentes pasos:
l.- El semen al ser llevado al laboratoric posteriormente de
la éxtraccién, es analizado checando la motilidad y 1la
concentracion.

2.~ Posteriormente se procede a lavar el semen, se coloca el
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semen en tubos de ensaye y por cada parte de semen se agrega
una parte del diluyente anteriormente descrito. Se colocan los
tubos en una centrifuga con capacidad de ocho tubos de 15 mnl.
cada uno y que mide las revoluciones por minuto ( R.P.M ) de
500 en 500 hasta 6000 R.P.M. (sin control de presidén y de
temperatura). El tiempo gque duran los tubos en la
centrifugacién es de 4 minutos por 2000 R.é.u.. El fin de esto
es concentrar a los espermatozoides en la parte inferior del
tubo Yy separarlos del pla;ma seminal.

3.- El1 plasma seminal mezclado con parte del diluyente para
lavar son eliminados de los tubos de ensaye por decantacidn.
4.- Inmediatamente se agrega el diluyente para congelar, y de
ese diluyente primero se agrega la fraccidén A, que es la gue
no contiene glicerol, de esta parte se le agregan 2.5 ml. a
cada tubo.

5.- Se colocan los tubos en el cuarto frio o refrigerador,
éstos van protegidos por un recipiente térmico rodeado de
agua, con el fin de evitar el choque térmico.

6.- Una vez que las muestras estan a 5°C se les va agregando
la fracciéon B del ~diluyente para congelar, gque contiene
diferentes niveles de glicerol dependiendo del tratamiento que
se trate. La fraccion B se agraga a intervalos de diez
minutos. Cuatro fracciones de 0.625 ml se agregaron en treinta
minutos, procediendo a agitarse en cada ocacion, con el fin de
gue el glicerol proteja bien a las celulas.

7.~ Inmediatamente se procede al congelamiento, y para esto se

suiguen los siguientes pasos:



50

a) Se toma una barra de hielo seco (C02) que tiene una
temperatura. de -79°C y se le hacen depresiones con alguna
varilla calentada de la punta.
b) Se toma una muestra del semen gue se encuentra en el tubo
con una pipeta Pasteur y se colocan en las depresiones
anteriormente hechas.
c) Se deja el semen por espacio de diez minutos hasta que se
formen perfectamente bien los pellets, y posteriormente se
guardan en nitrogeno liquido.
8.~ La descongelacioén, se efectua de la siguiente manera:
a) Se agrega 1 ml. del diluyente que se uso para congelar, de
la parte A en un tubo de ensaye y se mantiene en aqua a 39°C.
b) Se sacan los pellets del hielo seco o del nitrogeno liquido
Yy se dejan sobre una superficie limpia durante 3 minutos.
c) Posteriormente se colocan los pellets en el tubo que
contiene la fraccién A a 39°C, agitando durante 3 minutos.
d) Se procede a cuantificar la motilidad del semen
post-descongelado en el microscopio.

Dentro de este trabajo, fueron realizados tres ensayos
que a continuacion se describen:
ENSAYO 1

Con el propdésito de determinar la velocidad (RPM) vy
tiempo de centrifugacion se probaron 4 velocidades en 3
tiempos de centrifugacién. Los tratamientos se arreglaron en
un-diseﬁo factorial dentro de un modelo de blogues al azar.
(Steel y Torrie, 1960).

Modelo:
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Y. =g+ 81 + Ay + Bx + (AB)ix + Eijk

1jk
1= loesseal

J= lecessed

k= losessob

Donde:

Y”h- La |-ésimé‘observacién sujeta al j-ésimo nivel de A y al

k-ésimo nivel de B.

u = Efecto verdadero de la media poblacional.

Bi= E1l efecto de la i—ésima repeticion {tiempo de
observacioén).

A)j= El efecto del j;-ésimo tiempo de centrifugacién.

Bk= El efecto de la k-ésima velocidad de centrifugacién.

(AB) x= Efecto de la interaccioén.

Eijx= Efecto del error exprimental.

La diferencia entre los promedios tanto de los factcores,
como de sus interacciones se cuantificaron usando la prueba de
diferencia minima significativa (D.M.S.).

ENSAYO 2

Con el propdsito de determinar cual es el mejor nivel de
yYyema de huevo en elLdiluyente para congelar semen, asi como el
nivel optimo de glicerol, se arreglaron los tratamientos en un
factorial de un diseno completamente al azar. (Steel y Torrie,
1960)_.

Modelo:

Y..= 4 + At + B) + (AB)1j + Eijx

1jk

i= 1-..-.&
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= l.es..l
Donde:
Ylu- La i-ésima observacidon sujeta al j-ésimo nivel de A Yy al
xr-ésimo nivel de B.
u = Efecto verdadero de la media poblacional.
A= El efecto del i1-ésimo nivel de yema de huevo.
Bi= El efecto del )-ésimo nivel de glicefol.
(AB)ij= Efecto de la interaccion.
Ei)x= Efecto del error exprimental.

La diferencia entre los promedios tanto de los factores,
como de sus interacciones se midieron usando la prueba de
diferencia minima significativa (D.M.S.).

ENSAYO 3

Este fue el Wultimo ensayo realizado en el exprimento,
consistié en reducir el rango de los niveles del ensayo
anterior, tanto de la yema de huevo como los del glicerol. Se
planteo como en el ensayo 2, un arreglo factorial a
tratamientos, bajo un disefo completamente al azar. (Steel ¥y
Torrie, 1960).

Modelo:

Ym= L+ AL + By + (AB)1) + Eip

i= 1-..-..&
j= 1;.--ntb
k= 1-.....1’

Donde:

Yim' La i1~ésima observacidn sujeta al j-ésimo nivel de A y al

r-ésimo nivel de B.
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4 = Efecto verdadero de la media pcblacional.
Ai= Efecto del 1-ésimo nivel de yema de huevo.
B)j= Efecto del j-ésimo nivel de glicerol.
(AB)1)= Efecto de la interaccion.
Eijx= Efecto del error exprimental.

La difefencia entre los promedios tanto de los factores,
como de las interacciones entre los factores se evaluaron

usando la prueba de diferencia minima significativa (D.M.S.).
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los resultados del ensayo # 1 que consistié en probar 3
tiempos de centrifugacién (2, 4 y 6 minutos) v 4 velocidades
de centrifugacién (1000, 2000, 3000 y 4000 rpm), se presentan
a continuacion:

En este ensayo solo se obtuvo diferencia altamente
significativa para repeticiones (perdida de motilidad através
del tiempo), como lo muestra la tabla # 20, y en la tabla # 24
se muestra la comparacién de medias para repeticiones. En este
ensayo se obtuvieron las mayores sobrevivencias de
espermatozoides mantenidos a temperatura ambiente utilizando
diluyente SOF (saliva, opuntia y fructosa) para lavar el semen
Y SOFY (saliva, Opuntia, fructosa y yema de huevo) para
conservarlo, cuando se utilizaron 2000 rpm dutante 4 minutos.
Estos resultados no concuerdan con Pursel y Johnson (1975)
quienes utilizarcn 300 g durante 10 min. Por otra parte Bamba
y Cran (1988) utilizaron 350 g durante 15 min. Pursel y
Johnson (1971) wutilizaron 1500 rpm durante 10 min.,
posteriormente en 1972 utilizaron 10000 rpm durante 10 min.,
Pursel y Park (1957) utilizaron 300 g por 10 min.

Los resultados del estudic para gongelacién de esperma
porcino diluido en (SOFY) se presentan a continuacidén, (ensayo
2):

En este rnsayo se probaron 3 niveles de yema de huevo
(10, 15 ¥y 20 & ) ¥ 3 niveles de glicercl (2, 4 y 6 % ). LS
concentracioén Qe datos de este ensayo se puede observar en la

tabla # 25.
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Tabla 19. Concentracién de datos del ensayo # 1, ‘donde se

probaron 3 tiempos y 4 velocidades de centrifugacién.

A L NN

EEEE S =S === —— e TR T ETEEEEESITS E 2 o o

A B LY L2 L3 ; L4

F 33— F 4 3t St et e et e > e 4 - . 4
1000 71.56 63.43 63.43 50.76
2000 71.56 63.43 63.43 60.76
3000 63.43 63.43 60.00 50.76
4000 71.56 67.21 67.21 60.00
1000 56.78 67.21 67.21 60,00
2000 71.56 56.78 67.21 53.72
3000 71.56 67.21 71.56 53.72
4000 63.43 67.21 71.56 53.72
1000 71.56 67.21 67.21 53.72
2000 71.56 67.21 67.21 56.78
3000 71.56 63.43 67.21 60.00
4000 71.56 60.00 67.21 53.72

B sl s e R T T R e T T e S EEEERIA TR

A Tiempo en minutos

B Velocidad de centrifugacién en rpm.

L1,L2,L3,L4. Lecturas tomadas a intervalos de 6 hr.,
donde se expresa la motilidad en angulos Bliss.

Tabla 20. ANVA para los datos concentrados en la tabla 19.

- D S e D A R D S R Ry S S S S S S AN S S T AN S S W W S S e S W S R S S g JE M S S A S S S A e

F.V GL sC CM F P>F
Repeticiones 3 1398.70 466.23 33.17 0.00
Tienpo 2 38.77 19.38 1.37 0.26
Velocidad 3 10.66 3.5% 0.25 0.86
Interaccion 6 140.78 23.46 1.67 0.16
Error 33 463 .83 14,06

Total 47 2052.73
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Tabla 21. Motilidades promedio para el factor tiempo de la

tabla 20, ensayoc 1.

A . S T A o S —— - . G - - - e e S e —— A -

Tiempo en minutos

. Tabla 22. Motilidades promedio para el

tabla 20, ensayo 1.

Medias

factor velocidad de la

. B e i —————— —————————— — ol ——————— v e —l ——————— — . i ——

1000
2000
3000
4000

Tabla 23. Motilidades promedio de la interaccidén entre tiempo

y velocidad de la tabla 20, ensayo 1.

Velocidad en rpm.

Tiempo en min. 1000 2000

3000

4000 Medias
66.50 62.62
63.98 63.78
63.12 64.82
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Tabla 24. Comparacién de medias de motilidades para 1la

variable blogues (lecturas a traves del tiempo), enséyo 1.

Al N S G R S e G0 T S D G N A S S U N S S S S et et S W W G G S A D S S G S G et T A Nl e i g o S N

Bloques Media
6 hr . €68.97 A
12 hr 66,70 AB
18 hr ' 64.48 B
24 hr 54.81 C

Nivel de significancia = 0.05
DMS = 3.11

En este ensayc se encontro gue las mayores motilidades
post-descongelado (40% ) fueron para el diluyente que contenia
15 & de yema de huevo y 2 % de glicerol (tabla 23). Los
diluyentes con 10, 15 y 20 % de yema de huevo rindieron
motilidades post-descongelado de 12.20, 23.19 y 10.72 &,
;espectivamenté. Los diluyentes con 2, 4 y 6 % de glicerol
rindieron wmotilidades post-descongelado de 31.67, 8.42 y
8.77 %,‘ respectivamente. Los resultados obtenidos en este
ensayo no concuerdan con los reportados por Wilmut et. ai.,
(1973) gquienes reportan motilidades post-descongelado de 9.8,
22.3 y 13.9 % para 0, 3.7 y 7.50 % de glicerol,
respectivamente (tabla 18)..Podemos observar sin embargo, que
la mayor motilidad se obtuvo con el menor nivel de glicerol
(3,75 & ) como ocurrio en este ensayo (2 % ). Con relacién a
los niveles de yema de huevo Wilmut et. al., (1973) obtuvieron
motilidades post-descongelado de 16.3 % cuando usaron 15 % de
yema de huevo en comparacidén de 11 % de esperma motil cuando

el diluyente no contenia yema de huevo. Los resultados aqui

obtenidos concuerdan con los obtenidos en esta prueba donde se
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usdé 15 % de vema de huevo y se obtuve una motilidad de
23.19 %. Wilmut et. al., (1973) probaron 2, 4 y 8 % de
glicerol (tabla 9) en diluyentes gque contenian yema de huevo e
inositol, obteniendo motilidades de 24.5, 26.0 y 24.9 %
respectivamente. No observando diferencias significativas
entre los niveles de 'glicerol probados. En este ensayo se
cbservaron motilidades ligeramente superiores 31;67 % para 2 %
de glicercl, las cuales fueron diferentes (P < .05) a las
‘motilidades obtenidas con 4 % (8.77 % ) Yy 6 % (8.42 % ) de
glicerol.

En el ensayo # 3 se traté de comprobar los resultados del
ensayo # 2, con la variante de que s0lo se probaron 2 niveles
de yema de huevo (10 y 15 ¥ ) y se redujo el rango de glicerol
(2, 3 ¥y 4 % ). La concentracién de datos del ensayo # 3 se
puede observar en la tabla 33.

En este ensayo los diluyentes con 10 y 15 % de yema de
huevo rindieron motilidades post-descongelado de 8.31 ¥y
29.07 %, respectivamente. Los diluyentes con 2, 3 y 4 % de
glicerol rindieron motilidades post—-descongelado de 29.63,
17.47 y 26.74 %, respectivaﬁente.

Se encontraron mayores motilidades post-descongelado
{50 % ) en el diluyente con 15 ¥ de yema de huevo y 2 % de
glicerol. Estos resultados concuerdan con el anterior ensayo,
con respecto a que la mayor motilidad post-descongeladc en los
ensayo 2 j 3 se obtuvo utilizando 15 % de yema de huevo y 2 %

de glicerol.



Tabla 25. Concentracién de datogs del ensayo # 2 que consistio
en probar 3 niveles de yema de huevo y 3 niveles de glicerol;
la motilidad post-descongelado fue transformada a angulos

Bliss. (Steel y Torrie, 1960)

R e T T T e s T T S S T S e e e ST S S ET S S EE
A B I Il III IV
EEsOTEmE e s T e rE S E S S T S S T e EENMESSX
2 33.21 31.94 36.27 30.00
10 4 12.92 18.43 12.92 18.43
6 12.92 15.34 9.97 12.92
2 39.23 36.27 35.23 40.97
15 4 24 .35 26.56 22.78 25.10
6 24.35 22.78 21.13 22.78
2 31.30 33.21 30.00 29.33
20 4 9.97 8.13 9.97 12.92
) 6 20.26 18.43 12.92 12.92
s rEssaEEErEs e s s S T EEE T T s S T I T g e

A = Niveles de yema de huevo en %

B = Niveles de glicerol en ¥
I, II, III ¥ IV son el numero de la repeticién

Tabla 26. ANVA para los datos concentrados en la tabla 25.

F.V GL sC M F P>F
Yema de huevo 2 661.13 330.56 58.28 0.00
Glicerol 2 2366.55 1183.28 208.62 0.00
Interaccioén 4 109.68 27.42 4.83 0.01
Error 27 153.14 5.67

Total 35 3290.51

T S D S A S S I — S S S TR S — D S o B — T —— A ——— — —

C.V = 10.45 %
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Tabla 27. Motilidades promedioco para los tres niveles de yema

de huevo, ensayo 2.

% de yema de huevo Medias
10 20.44
15 . 28,79
20 ' 12.11

Tabla 28. Motilidades promedio para 1los tres niveles de

glicerol, ensayo 2.

. e G S e D S S e S S S Sl ST D L e e e T S A O S W s W T W S G I D S AR d et I W N WY S

% de glicerol Medias
2 34.25
4 16.87
6 17.23

Tabla 29. Motilidades promedio para la interaccidén entre la

vyema de huevo y el glicercl de la tabla 26, ensayo 2.

$ de yema %t de glicerol

de huevo 2 4 6 . Medias
10 32.86 15.68 12.79 20.44
15 38.93 24.70 22.76 28.79
20 30.96 10.25 16.13 19.11

Medias 34.25 16.87 17.23 22
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Tabla 30. Comparacién de motilidades promedio para el factor

vyema de hueveo de la tabla 26, ensayo 2.

Tratamiento Medias
15 § de yema 28.79 A
10 ¢ de yema ' 20.44 B
20 ¥ de yema 19.11 B

Nivel de significancia = 0.05
DMS = 1.99

Tabla 31. Comparacién de motilidades promedio para el factor

glicerol de la tabla 26, ensayo 2.

- e e i e P D el T I T T we e e e A E we E  w P e v e e e e Wl el A S

Tratamiento Medias

2 % de glicerol 34.25 A
6 % de glicerol 17.23 B
4 ¥ de glicerol 16.87 B
Nivel de significancia = 0.05

DMS = 1.99

Tabla 32. Comparacién de motilidades promedio para la

interaccién entre yema de huevo y glicerol de la tabla 26,

ensayo 2.

$ de yema de huevo t de glicerol Medias
15 ' 2 38.93 A
10 2 32.86 B
20 2 30.96 B
15 4 24.70 C
15 6 22.76 Cc
20 6 16.13 D
10 4 15.68 D
10 6 12.79 DE
20 4 10.25 E

Nivel de significancia = 0.05
DME = 3.46
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Tabla 33. Concentracion de datos del ensayo # 3, en en donde
la motilidad post-descongelado fue transformada a angulos

Bliss (Steel y Torrie 1960).

EEs e EmE s o s e e e T T e T e T e e e e S OO
A B I I1 III Iv
R s e RS EE RS DR T e e e S S s e e e e e B A N S I
2 22.78 18.43 22.78 22.78
10 3 11.53 12.92 18.43 12.92
4 14.17 12.92 11.53 12.92
2 45.00 42.13 45.00 45.00
15 3 36.27 33.21 39.23 33.21
4 18.43 12.92 18.43 22.78

3 v %t g —t-F- 1t -} £ =+ 4 4§ 3 -]

A = Niveles de yema de huevo en %

B = Niveles de glicerol en %
I, IX, III Y 1V son el numero de la repeticidn

Tabla 34. ANVA para los datos concentrades en la tabla 33,

ensayo 3.

| 14 GL sC CM F P>F
Yema de huevo 1 1625.26 1625.26 232.47 0.00
Glicerol 2 1222.66 611.33 87.43 0.00
Interaccién 2 377.67 188.83 27.01 0.00
Error ' 18 125.85 6.99

Total 23 3351.43

T —————— —— — - —— —— T — — ——— T W —— D e f——— T — il ——— W S b

c.v =10.83 %

Tabla 35. Motilidades promedio para el factor yema de huevo de

la tabla 34, ensayo 3.

% de yema de huevo ; Medias
10 16.18
15 32.63

D T N T S S S D T M e A T D S CED G e S S e oS D S S e e T S CE ek A G D AN D S i e A O S s O
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Tabla 36. Motilidades promedio para el factor glicerol de la

tabla 34, ensayo 3.

-—— ey T o ———— ————h —— —— T — . il A ———— —— e T —————————— A ——ipl w—— ) W

$ de glicerol Medias
2 32.99
3 24.71
4 15.51

T+

Tabla 37. Motilidades promedio para la interaccion de yema de
huevo - glicercl de la tabla 34, ensayo 3.

% de yema Qe $ de glicerol

huevo 2 3 4 Medias
10 21.69 13.95% 12.89 16.18
15 44 .28 35.48 18.14 32.63

Medias 32.99 24.72 15.51 24.41

Tabla 38. Comparacién de motilidades promedio para el factor

yema de huevo de la tabla 34, ensayo 3.

% de yema de huevo Medias
15 32.63 A
10 16.18 B

—— . A S S ——— T T S D S ———— e e R R R e o e v S ———

Nivel de significancia = 0.05
DMS = 2.27
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Tabla 39. Comparacién de motilidades promedioc para el factor

glicerol de la tabla 34, esnayo 3.

% de glicerol " Medias
2 32.99 A
3 ' 24.72 B
4 16.51 C
Nivel de significancia = 0.05
DMS = 2.78

Tabla 40. Comparacién de promedios de motilidad de 1la
interaccidén de los factores yema de huevo-giicerol de la tabla

34, ensayo 1.

% de yema de huevo %t de glicerol Medias
15 2 44.28 A
15 3 35.483 B
10 2 21.69 C
15 4 18.14 C
10 ' 3 13.95 D
10 4 12.89% D

Nivel de significancia = 0.05
DMS = 3.99
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CONCLUSIONES

Del presente estudio se plantean las siguientes
conclusiones:

En el primer ensayo donde se probaron tres tiempos de
centrifugacion (2, 4 y 6 ¥ ), 'en combinacién con cuatro
velocidades de centrifugacién (1000, 2000, 3000 y 4000 rpm),
aunque no hubo diferencia significativa entre tratamientos se
llegd a la conclusion de gue la mejor combinacién entre los
factores tiempo y velocidad fue la de 4 minutos a 2000 rpm.
debido a que, en la ultimas lecturas de motilidad tomadas, fue

el unico tratamiento que, aungue baja, presentdéd motilidad.

En el Qegundo ensayo, donde se probaron tres niveles de
yema de huevo (10, 15 ¥y 20 % ), en combinacién con tres
niveles de glicerocl (2, 4 v 6 % ) se encontro que la mejor
combinacién de estos factores en cuanto a motilidad se refiere
la obtuvo la combinacidén de 15 % de yema de huevo con 2 % de
glicerol en diluyente SOF, logrando consegulr motilidades

post-desclngelado de 40 %.

El tercer ensayo se hizo solo para corroborar 1los
resultados del segundo ensayo, s0lo que se redujeron los
rangos de los niveles tanto de yema de huevo como de glicerol.
Probandose dos niveles de yema de huevo (10 y 15 % ) y tres
niveles de glicerol (2, 3 y 4 % ) obteniendcose las mayores

motilidades post-descongelado al igual que en el anterior
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motiljdades post-descongelado al igual que en el anterior
cuando se usé 15 % de yema de huevo y 2 % de glicerol. En este
ensayo se obtuvieron motilidades hasta de 50 %, posiblemente

debido a la mayor practica en la técnica de la congelacion.
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RESUMEN

La finalidad de este trabajo exprimental fue 1la de
encontrar las mejores combinaciones en cuanto a
centrifugacidén, y dilucidn se refiere para la criopreservacién
de esperma porcino, utilizando el diluyente SOFY.

Para este exprimento se usé un verraco Hampshire-Duroc al
que se le extrajo semen en distintas ocaciones por el método
de la vagina artificial, utilizando un maniqui impregnado de
erina de una cerda en celo para estimular la monta del
semental al mismo.

El proceso gue se le dio al semen desde su extraccioén
hasta el congelado consistid primeramente en lavar el semen
con el fin de eliminar el plasma seminal y concentrar los
espermatozoides, para esto se utilizéd el proceso de
centrifugacidén y eliminacién de sobrenadante. Una velocidad de
centrifugacidén de 2000 rpﬁ en un tiempo de 4 minutos, rindio
muestras de esperma vivos (previa dilucién en SOFY) hasta 72
horas a temperatura ambiente. Posteriormente se procedidé a la
dilucién utilizando el diluyente SOFY (saliva artificial de
McDougall, opuntia, fructosa y yema de huevo), una vez hecha
la dilucién se procedid a enfriar la mnuestra para después
agregar el glicercl y posteriormente congelar. Las mejores
motilidades (40 % y 50 % ) post-descongelado se lograron
cuando el esperma se diluyd en SOFY con una proporcién :

15 % de yema de huevo
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2 % de glicerol

73 % de saliva artificial de McDougall
10 ¥ de mucilago de nopal

2.5 g de fructocsa / 100 ml de diluyente
1000 U.I de penicilina / ml de diiuyente

1 mg de estreptomicina / ml de diluyente

Una vez congeladc el semen, se descongelé dejando las
pastillas a temperatura ambiente por 3 minutos previos a
diluirlos en el mismo diluyente (fraccién A) a 39°C por 3

minutos.
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