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INTRODUCCTION

La Ganaderia en Mé&xico, es una de las principales acti-
vidades de la Economia, tanto por su importancia social, co-
mo por la extensién de territorio en que se desarrclla, te--
niendo por lo tanto una gran fesponsaﬁilidad en_la alimenta-
cién de 1a poblacidén y deber siempre de tratar de aumentar -

su eficiencia en el aprovechamiento de los recursos disponi-

bles.

En la reproduccidén animal, estriba uno de los factores
mis importantes para el &xito de la ganaderfa, esto es pre-
sionando la seleccibn a partir de sementales qué se utilizan

como progenitores, con el objeto de un mejor aprovechamiento.

Para estas necesidades se requiere el miximo de tecnifi
cacién en 1asexplotaciones pecuérias utilizando métodos mis
adecuados para asi poder maximizar la produccibém. La obten--
cién de estas metas durante un tiempo corto requiere el uso
de técnicas tales como la mejor utilizacién de sementales, -
altamente seleccionados transmisores de caracteres deseables

y la aplicacidn de la inseminacién artificial.

La mejor utilizacién del semen de cualquier semental --
con caracteristicas gené&ticas se obtiene siguiendo las té&cni
cas de extraccién, evaluacién, procesado y congelado, siendo

posible mantenerlo por tiempo indefinido y utilizarlo en - -



cualquier momento.

El objeto de &ste trabajo fué probar el proceso de extrac
cién, evaluacién, dilucién, envasado y congelado de semen de -
ganado caprino por medio de vapores de nitrdgeno liquido y -

su evaluacidén después de dicho proceso.



LITERATURA REVISADA

Debido a la continua actividad investigadora que se rea ;

liza en todos los campos de 1la fisiologia, se han tomado en

cuenta '‘las siguientes revisiones:

Esperma.

Desde el punto de vista bioclSgico, el esperma podria de-
finirse como un conjunto de cé&lulas vivas vehiculadas en un -
medio liquido en el cual son capaces de desarrollar procesos
bioquimicos con intercambio de productos de naturaleza distin

ta, derivados de la propia actividad metab6lica del zoospermo

(cinesis espermitica).

Desde el punto de vista fisiolbégico, la palabra esperma
es sindnimo de eyaculado y, en tal taso, el evaculado es la
resultante de la mezcla de 1la sécrecién tpsticular éon las -
secreciones correspondientes a las glindulas progenitales o
anexas al aparato genital masculino en el momento de la eya-
culacién y previa ereccidn, mientras que la polucién es 1la -

evacuacidn involuntaria del material seminal, fenfmeno que se

diferencia de la eyvaculacifn por no ir acompafiado de ereccién.

En el aspecto bioquimico, el eéperma debe entenderse no
s6lo como el prodﬁcto de la secrecién testicular, sino como
la adicidén al mismo de secreciones glandulares encaminadas a
resolver la anabiosis zoospérmica existente antes de 1la éya-

culacidén y mientras los espermatozoides se encuentran en los



Teservorios naturales preeyaculatorios (epididimo y ampollas
de Henle). La eyaculacién resulta, por tanto, un fenSmeno --
previo a 1la siembra o gametizacidm del material fecundante -
sobre el aparato genital, puesto que el referido fendmeno sig

nifica potenciacifén de la capacidad fecundante en los esper--

matozoides., (15 ).

Esperma (Semen).

Producto de la secrecidn testicular y de las glindulas
anexas,eyaculado por los machos después de 1a madurez sexual.
Liquido opaco, blancuzco o blanco amarillento, viscoso y de -
olor caracteristico que varia segiin las especies. Su composi-
cién difiere en los distintos animales; contiene cerca del --
90% de agua, proteinas (albﬁminas; globulinas, nucleoprotei--
nas, mucina), calcio y dcido fosférico, y su materia orgini-
ca incluye ademés de los elementos celulares y algunos leuco
citos, lipidos, dcido citrico, gldbulos de grasa, etc. Los -
espermatozoides constituyen la parte sustancial del esperma;
en una eyaculacién normal, su nimero es de unos mil millones,
cantidad que no varia mucho de una especie a otra, pero que -
disminuye con el servicio continuo y vuelve a ser normal des-

pués de un periodo de reposo sexual.

Espermatozoide (Espermatozoo, espermio).
Célula sexual del macho, elemento esencial del esperma

formada en los tubos seminiferos de los testiculos.



Consta de cabeza, cuerpo o pieza intermedia y cola o --
flagelo. La primera es un nicleo, y como tal, estd constitui
da esencialmente de nucleoproteina; durante la fecundacidn
se fusiona con el 6vulo para formar el huevo o cigoto. La --
actividad de 1la cola determina la movilidad del espermatozoo,
el cual es mids activo a temperaturas orgédnica; las bajas tem-
peraturas lo tornan inactivo y las altas 1lo destriyen. Para -
llegar al exterior, los espermatozoides recorren el siguiente
travecto: de los tubos seminiferos en que se originan, pasan
a los tubos rectos que aquellos forman al reunirse, y de alli
a la red de conductes aplanados, denominada rete testis, en la
cual los tubos rectos se abren. Continfian por los conductillos
eferentes que parten de la mencionada red y, fuera ya del tes-
ticulo, se vierten en un conducto exterior comin, €l conducto
epididimario a través del cual llegan al conducto deferente.
Pasan luego al conducto eyaculador, que penetra en la prdsta-
ta y se abre en la uretra, de donde los espermatozoides son -

expulsados durante la eyaculacidn. (17).



Calidad del Semen. -

Los machos jOvenes eyaculan menos cantidad de semen que
los machos adultos, el volimen de la eyaculada varia de. .25
a .5 ml. pero es usualmente sﬁ variacién de 1 al1.5ml. 1a -
calidad tiende a descender cuando el volfimen de la eyaculada
excede los 2 ml. (13), el semen normal debe ser de aspecto le
choso con partes incoloras. La coloracifn anormal puede debeg
se a contaﬁinaci&n por pus o por orina. La viscosidad vari& -
en los diferentes individuos y también de acuerdo con el ﬂe-
riodo en que se obtiene 1a muestra. Estas tienden a hacerse -
menoé viscosas con:el tiempo;'Se clasifican arbitrariamente =

como espesa, normal y fluida. ( 7).

La concentracidén media per mililitro varia entre 2,000 y
3,300 x 10° espermatozoides,el pH oscila alrededor de 6.6 4 -
es escencial que el eyaculado éontenga por lo menos del 60 al
80% de espermatozoides mbéviles. el por ciento de espermatozoi

des anormales no debe sobrepasar el 10%. ( 8).

En particular, ‘el esperma de los pequefios rumiéntes sue-
le llevar impurezas que corresponden a descamacién epitelial,
etc. y, a veces, se trata de esmegma acumulado er el prepucio
tras largos periodos de reposo sexual. Este fenbmeno es mis -

frecuente en el macho cabrio que en €l morueco. (15)



Extraccibn y Recoleccidn de Semen. -

Comunmente se emplean varios métodos para recoger el se-
men destinado al exdmen de laboratorio o a la inseminacifn ar
tificial. El procedimiento de eleccifn es el de la vagina ar-
tificial puesto que con &l se consigue recoger la totalidad del
liquido eyaculado en la misma proporcién que ocurre en forma -

natural y evita la contaminacién accidental. (7 )

El instrumento se liena con agua tibia para tener una --
temperatura interna de 43.5 a 44.5 grados centigrados. La can
tidad de agua que llena la vagina se debe ajustar para permi-
tir la insercidn del pene erecto sin resistencia excesiva.la
vdlvula de aire disefiada especialmente permite régular la pre

sién interna bombeando o‘soplando aire. (21).

Otra de las técnicas de obtencid6n de semen es la de re--
cuperacidén, se le permite al macho montar a la hembra y el se
men es recﬁperado por cuchareo o sifoneado de la vagina. Una
esponja puede ser colocada en la vagina antes de la copulacifn
y extraido inmediatamente después. Algunas veces se usa una -
cubierta de goma en el semental. El semen recuperado de la va

gina es de menos calidad pero puede ser usado para evaluacidn.

(19).

Uno de los métodos mas comunmente usados es el del elec-

troeyaculador, las primeras experiencias en torno a la elec--



troeyaculacidn en los mamiferos se deben a Batteli, en o} --

afio 1922. (15 ).

El principio de &ste método se base en la estimulacién
eléctrica sobre los centros erectos Yy eyaculador. La exita--
cifn sexual y la influencia de Centroé superiores inhibido--
Tes o excitadores, no tienen efecto sobre los resultados. De
este modo pueden obtenerse ereccifn y eyaculacibm en sementa

les renuentes al contacte sexual. (21).

El Profesor Gunn, {( 15 )} de la Facultad de Veterinaria
de Sidney, empled por vez primera la electroeyaculacién en -
6vidos y cipridos. mediante una tecnologia que, en sintesis,
consistia en hacer pasar una corriente alterna a través de -
dos electrodos {(rectal y lumbar}, colocados en las regiones
respectivas. El electrodo lumbar tenia forma de aguja y se -
colocaba en posici6én intramuscular; el segundo electrodo, que

era cilindrico se introducia unos 10 ¢cms. en el ano.

El electroeyaculador ha permitido obtener la ereccidn y
coleccidn de muestras repmesentativas sin efectos secundarios
en la mayoria de los sementales. Pueden obtenerse la ereccién
a una frecuencia de 20 a 25 ciclos y corriente de 2 a 5 vol--
tios. Frecuencias de 25 a 30 ciclos con voltaje de 3 a 10 vol
tios son suficientes para la eyaculacidn. La estimulacidn se

hace intermitente usando descargas de mediO a tres cuartos de



minuto a diferentes intervalos. (21).

Métodos para manipular el Semen.

Los espermatozoides son sensibles a 1os efectos de una -
gran variedad de factores ambientales que podrian modificar -
las caracteristicas del semen y disminuir los indices de con-
cepcidén. Durante la manipulacidn del semen deben observarse -
las siguientes precauciones generales:

a) Proteger la muestra del shock té&rmico.

b) No exponer el semen a productos quimicos nocivos o al

agua.

c) Evitar la exposicién al aire, a 1la luz solar y a otras

radiaciones.

d) No agitar la muestra.

e) La vagina artificial u otros objetos de recoleccibn -

deberian estar esterilizados.

f) Es importante asear y secar &l prepucio y el abdémen.

g) Recortar los pelos largos del prepucio.

h) Limpiar cuidadosamente el pene. (14)

Evaluacidn del Semen. -

Eximen macroscopico.
1.- Medicidn del volGmen del semen.- Este suele variar enorme
mente en los diferentes individuos y en distintas ocasiones -
en el mismo animal. Debe anotarse el voldimen total al compa--
rar las concentraciones de espermatozoides para conocer su ni

mero total por eyaculacidn. (7 ). El eyaculado de 6vidos y



10

caprideos, 1lo mismo que el de los rumiantes en general, esti

integrado por cuatro fracciones o emisiones liquidas, produc
to de las glidndulas de Littre, vulvouretrales, prbstata, am-
pollas de Henle y gl&indulas vesiculares. El mayor volfimen co
rresponde a las glandulas pr6stata y ampollas de Henle; de -
aqui que, en funcidén de este fendmeno bioldgico, podamos ad-
mitir qﬁe el eyaculado de 6vidos y cipridos sea de escaso vo

ldmen y alta concentracifn zoospermica. (45 ).

El volfimen de un eyaculado en promedio es de 1.1 ml, --

con variaciodn de 0.% hasta 3.0 ml. (11)

2.- Densidad y Concentracién.- La densidad depende y varia -
con la concentracidn de células espermidticas. Las determina-
ciones de la densidad por inspeccifn visual esti sujeta a va
riaciones subjetivas y por lo tanto s6lo dan una idea aproxi
mada de la concentracidn espermitica. La densidad de las mues
tras obtenidas por electroeyaculacidén,es por lo general mis -

baja que las muestras colectadas en vagina artificial., (21).

Por otra parte la densidad esti relacionada con el conte
nido en electrolitos, mucinas y elementos formes (c&lulas de
decamacidn). Como valor normal en el esperma recien colectado
tenemos Densidad = 1,038. En el macho cabrio, la viscosidad
del eyaculado es mayor que en el morueco y todavia se acentGa

en las primeras horas de su conservacidn in vitro. En el ma--
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cho cabrio puede considerarse como normal una densidad = -
1,060, cuando se determina antes de transcurridas dos horas

de la recogida. (15) .

La viscosidad del semen se puede clasificar arbitraria-~

mente como espesa, normal y fluida. (7).

La concentracidn (Densidad) es el nGmero de células - -
usualmente dadas como espermas por unidad de volidmen 6 esperxr
mas por eyaculacidén. Puede ser estimado visualmente con algu
na frecuencia siguiendo pricticas extensivas 6 conociendo --

concentracliones. (19).

Se Qetermina también haciendo una evaluacidén grosa 6 a
simple vista como:

a) Pobre.- Acuoso, apariencia clara y delgada.

b) Regular.- Algo nubloso como leche desnatada.

c) Bueno.- Altamente concentrado, con opaquez.

Se puede determinar la concentracién por medio de cuen-
ta microscopia, esta se lleva a cabo con una pipeta de dilu-

ciébn y hematocitometro. (19).

3.- Motilidad.- La motilidad en el semen del macho cabrio es
mayor que la motilidad que se presenta en los bovinos, asi -

es que hay estandares diferentes que deben adoptarse en la -



12

evaluacibtn de tal semen. (13 ). La valoracifén de la motilidad
masiva ofrece las mismas consideraciones y metodologia que en
el toro seglGn Pérez y P8rez (1g5). La técnica mids sencilla con
siste en enfocar al microscopio una gota de ayaculado; la ob-
servacidn debe hacerse a pequefio aumento, a fin de obtener --
una impresifn mis amplia del material obsefvado. Cuando sea -
posible, debe trabajarse con platina calentable (termostiti--
ca),dada la influencia que tiene la temperatura sobre la moti
lidad de los zoospermos, llegando a establecer el shock térmi
co en circunstancias extremas;iﬁlnmtilidad del eyaculado de-

be apreciarse lo antes posible después de la recogida del es-

perma.

Se procede a medir la motilidad en base a porcentaje de

acuerdo a las siguientes relaciones:
Motilidad en Masa

+ + + + Formacifn ripida nebulosa.

+ + + Formacién buena nebulosa.
e Flujo fuerte con algunos en
cogimientos.
+ Fiujo pobre.

- : No hay motilidad,

Motilidad Individual

+ + o+ 4 90-100 % Buen movimiento hacia ade

lante.



80-90

70-80

60-70
+ 40-60

60

# 20-40
40-60

60

20-40
40-60

o

o

ol

o

o
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Buena motilidad hacia ade-
lante.

Buena motilidad hacia ade-
lante.

Motilidad hacia adelante.
Motilidad hacia adelante o
en circulos.

De buena motilidad hacia g
delante.

Buena motilidad &
Motilidad regular hacia ade
lante & mis de:

Motilidad satisfactoria,
Buena motilidad hacia ade-
lante &

Motilidad regular
Motilidad satisfactoria.

Poca © no motilidad.(13)

El semen fresco bueno deberi tener de un 85-95¢ de es--

perma movil. el semen con una motilidad de 50-60% puede ser

usado pero no deberd ser diluido. el aspecto de mayor signi-

ficancia acerca de la motilidad esti en 1la persistencia de -

o

ser almacenado.

(10)

$ta, un buen semen retiene este grado de motilidad antes de
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,4.- Color.- Los machos cabrios eyaculan semen de color blan-
co que varia hasta el color crema y un color limén. (33). Los
eyaculados de tonos claros y verdosos son de escasa concentra

cién, y por tanto, con pocas posibilidades fécundantes. (15).

5.- pH.- La concentracién ionica del eyaculado en los peque--

fios rumiantes ofrece gran interes biecldgico, hay que tener en

cuenta que el pH del eyaculado varia considerablemente después
de la recogida; por ello, debe valorarse lo antes posible. Za-
gami (15),en el afio de 1939, demostré que la conservacidn in
vitro del eyaculado a temperaturas inferiores a la orgénica -

30 grados centigrados, trae como consecuencia la disminucién

del pH.

La alcalinidad del eyaculado puede ser consecuencia del
cansancio sexual. Se considera como normal el pH del morueco

como 6.8 siendo este valor un poco superior en el macho ca--

brio.

En el macho cabrio se aprecia una particular tendencia a

ia alcalinidad a las 10-14 horas de rTecogido el esperma.

Exdmen Microscopico. -

1.-Examen de semen no tefiido.- Este incluye una prueba de mo-
tilidad, se observan particularmente las cé&lulas espermdticas

a fin de calcular el porcentaje total de cé&lulas mbéviles en -
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el eyaculado. (21).

2.~ Ex@dmen de semen tefiido.-Coloracién para determinacién de
vivos-muertos, los espermas muertos pueden absorver tintura y
aparecen del mismo ¢olor del fondo, los espermas vives resis-

ten a la tintura y aparecen claros. (19).

3.- Morfologia.- Bretschneiders (13 }, desarrolle una tabla -
que es aconsejable para el uso y el ex8men de 1a morfologia -
del esperma. Dussardier y Szumowski (13 ), reportaron 2.75% -
de anormalidades morfoldgicas en el esperma del macho cabric

incluyendo un 2% con colas curveadas y .3% que presentaban --

pérdidas de colas.

Aﬁormalidades en el semen de machos cabrios
a) Pérdida de la capa de la cabeza.

b} Capa de l1a cabeza anormal.

c) Forma de la csbeza anormal.

d) Pérdida de la cabeza anormal.

e) Base de la cabeza anormal.

£} Parte media anormal.

g} Colas encorvzadas

h) Colas en espiral.

i} Inserciones excentricas de la cola.

j) Gota protoplidsmica per;isteﬂte en el cuello,

k) Gota protoplésmica persistente en la parte media.
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Concentracibn. -

En caprinos la concentracifn media por mililitro varia emn

tre 2,000 y 3,000 x 106 espermatozoides. ( 8 )

Las variaciones en la concentracidén del esperma del eya-
culado en pequefios rumiantes han sido profusamente estukliadas,
se admiten como valor normal, el de 8;800,00 con variaciones
de 1 a 3 millones. La concentracidén del eyaculado del macho -
cabrio es un poco menor que la del morrueco. En general puede
considerarse normal 800,000 zoospermos por milimetro cfibico,

si bien con frecuencia se obtienen concentraciones superiores.

(15).

La determinaci6n del nfimero de espermas por mililitro -
es conveniente que se haga en forma rdpida. Es conveniente y
en la actualidad se utiliza ddsis de esperma diluido que van
en 0.5 ml. de volGmen y cuya concentraci6n estari en un ran-

g5 aproximado de 150 x 106 espermatozoides por ml. (g )

En un trabajo llevado a cabo por Gonzdlez Stagnaro (12),
en las muestras seleccionadas por su éptima calidad se deter-
mino el indice de dilucién,fijando una cantidad aproximada de
400-600 x 106 espermatozoides/ml. al momento de la dilucién -
para obtener una posible concentracifn de 100-200 x 10 esper
matozoides mbtiles p?r désis (0.5 ml.) luego de la descongela

cifén media (150 x 106), lo que significaba en su caso trabaiar
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normalmente con una dilucién entre 1:4 y 1:8.

Branton et al. (1953 a) y ©1d et al (1953) (13}, presen

tS8 evidencias de una declinacién en la fertilidad cuando el

nlimero total de espermatozoides por inseminacién fué& disminu

yendo de 12 a 8 millones.

El nGmero de espermatozoides requeridos para insemina--
ci6n de algunas espécies estd mis o menos claramente defini-
da, pero la mejor sugerencia estimada de esto es alrededor -
de 125 millones de espermatozoides méviles por oveja, dos bi

llones por cerda y aproximadamente igual ndmero por yegua.

(20).

Diluyéntes del Semen, -

Bisicamente existen tres grupos de diluyentes para el -

semen y son:

a) Constituidos fundamentamente a base de Citrato s@di-
co, de fosfatos y otros somponentes salinos, pero -=-
con la adici6én de yema de huevo.

b) Integrados por leche entera o descremada, y de otras
substancias. |

c) Sint&ticos, o de composicifn distinta de los anterio

res. ( 4)

La investigacién de muchos diluyentes apropiados para la
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preservacidn del espermatozoide de macho ha fuertemente inspi
rado por los trabajos realizados en vistas de mantener fecun-
didad de espermas en los bovinos. Los resultados obtenidos --
antes de la inseminacifn con la ayuda del esperma conservado

con diferentes diluyentes salinos no ha sido del todo satis--

factorio (Gotze, Rosenberger, Dauzier, Ron y Aamdal). ( 6)

El ampliador utilizado por American Breeders Service, Inc.
contiene citrato de sodio, yema de huevo fresca, glicerina vy
antibibéticos. E1 semen una vez ampliado y coloreado estd lis-

to para ser envasado. (1).

Las pruebas efectuadas en los diluyentes estandares a --
diferentes porcentajes de dilucién variado desde 1:1 a 1:15 -
se llevarén a cabo por varios investigadores(Hampel, Buhmann,
Rosenwinkel, Blokhuis y Buhmann) (13 ), obtuvieron buenos re-
sultados con 3.5 por ciento de citrato de sodio mis 5% de ye-
ma de huevo a un por ciento de dilucifn de 1:4 y con 4% de ci
trato de sodio mis 5% de yema de huevo a un por ciento de dilu
cién de 1:6. Porcentajes de dilucifn mayor mostraban una reduc
cibn de 1la motilidad del esperma después de 72 horas bastante

marcada.

El diluyente ideal deberd tener las siguientes caracte--
risticas:
a) Que tenga presifén osmdtica isotSnica con la sangre y

que sea capaz de conservar €sta presidén durante el -
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almacenamiento.

b) Que proporcione un equilibrio apropiado de elementos
minerales escenciales para la vida de las c&lulas es-
permiticas.

c¢) Que proporcione nutrientes a las células esperméticas
tanto en los procesos metabbdlicos aerobios como ana--
erobios.

d) Que brinde lipoproteinas, lecitinas o ambas para pro-
teger a los espermatozoides contra el shock frio,

e) Que proporcione los medios quimicos para amortiguar -
los productos terminales tﬁxiéos del metabolismo de -
los espermatozoides.

f) Que proporcione una fuente de substancias reductoras
para proteger a las enzimas celulares que contienen
sulfhidrilos.

g) Que no contenga substancias, productos bacterianos,

o microorganismos infecciosos patégenos para los es-
permatozoides, el aparato reproductor de 1la hembra,
los procesos de fecundacién, y la implantacifn y de-

sarrollo del huevo fecundado.(14)

Adici6n a los diluyentes de Sulfamidas y Antibibticos.-
A pesar de todas las precauciones higiénicas tomadas -«
durante la recoleccibn y la mahipulaciﬁn que acompafia a la -

adicidén las muestras espermidticas contienen un tanto por cien
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to de gérmenes contaminantes capaces de tener una participa-
¢idn desfavorable, sobre la contaminacifn del esperma o bien
eventualmente sobre la fertilidad. Salibury y Knodt, Bratton
y colaboradores (8 ), sefialardn que la adicién de sulfamida -
al diluyente, en la proporcidn de 300 mgs/100 ml., aseguraba

un mejor superviviencia de los espermatozoides.

Heller, Easterbrooks,Lieberman, Plastridge (5 ), traba-
jarén en &ste tema y encontrardn efectos benéficos en 1la apli
cacidn de antibioticos en el semen. El efecto de los antibié-
ticos en la conservacifn del semen se ha estudiado tanto in -
vivo como in vitro. Asi, Almquist y sus colaboradores (5 ) --
llegardn a la conclusidén de que concentraciones de antibidti-
cos superiores a 1,000 unidades/centimetro clibico son perjudi
cialés in vitro. Tennaux y sus colaboradores ( 5), demostra--
rén que el semen puede guardarsé durante largos periodos cuan

do la penicilina agregada no pasa de 1,000 unidades por centi

metro ciaGbico.

Accibn de Glicocola v Glicerina en los Diluyentes.-

Se debe afiadir glicerina o glicerol al diluyente del se-
men para congelar ya que &sta tiene una accifn protectora SoO-
bre los espermatozoidés. Posiblemente la accidn consistas en -
que la glicerina invade la célula para restituir parte de su
agua libre y expulsar en cierta proporcifén a los electrolitos

reduciendo asi su concentracién intracelular hasta un grado -
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inocuo en el momentc de la comgelacién.( 16).

Roy y Bishop ( 8 ), han recomendado el medio de yema de
huevo con glicocola y que responde a la siguiente composiciodn:
solucién de glicocola al 4% e igual volimen de yema de huevo.
A 4 grados centigrados, &ste medio asegura in vitro una super
vivencia de duracidn mids larga que la que se consigue con los
medios de yema de huevo fosfatada o citratada. Lo mismo suce-
de con 1la glicerina cqando se adiciona a medios conservadores

a 5 grados centigrados y empleados de inmediato.

En los laboratorios especializados se emplean diversas
substancias para tratar el Semen antes de su congelacidén. -
Corrientemente se diluye al 1:25 con sangre de vaca, yema de
- huevo y otros productos. Mas tarde, se afhade una preparacién

tampon con glicerina para obtener un productce final diluido

al 1:50 con un 10% de glicerina. (9 ).

Cuando Polge, Smith y Parker (14 ), anunciaron su descu
brimiento de que el glicerol brinda plena proteccidn a los -
espermatozoides durante la congeiacién y el deshielo, se am-

pliaron intensamente las perspectivas para el mejoramiento -

genético mediante inseminacidén artificial.

En un estudio realizado por Gonzdlez Stagnaro (12) como

diluyente se utilizd el Laiciphos 271 sin adicidén de yema de
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huevo ni antibibticos, derivados en dos fracciones, segGn la

concentracidn del glicerol:

a} (Laiciphos diluideo 98%, glicerol 2%).

b) (Laiciphos diluido 94%, y glicerol 6%).

Antes de su incorporacion al glicerol se calentaba en -

bafio maria a 55-60 grados centigrados, dando resultados favo

rables.

Envasado del Semen.-

Existen primordialmente tres formas de envasar el semen

¥y son las siguientes:

a)

b)

c)

Ampolletas. - Son'peduelos frascos de vidrio, de forma
parecida a una botella y, generalmente esti represen-
tada en dos tamafios: 1 ml. y 0.5 ml. El semen se enva
sa‘en la ampolleta y €sta se sella con una llama de -
acetileno, luego se congela siguiendo los pasos deter
minados.

Pajilla.- Son tubos delgados de plidstico, generalmen-
te de 13.5 cms. de largo, que se fabrican en dos dii-
metros: 3 y 2 mm. en un extremo posee un tapdn hecho
de dos pequefios tapones fibrosos con una pequefla can
tidad de polvo polivinilico que se gelifica, el otro
extremo es sellade de la misma forma o por medio de
calof.

Pastillas (pellet).- Es una gotita congelada de se--
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men, de un volGmen de ,1 ml. que se forma al dejar -
gotear el semen en un bloque de hielo seco, en peque
fias depresiones, colocado dentro del vapor de nitrd-

geno. El pellet debe de ser reducido antes de ser uti

lizado para inseminar. { 2)

Congelacidn del Semen. -

La conservacidn de un esperma se encuentra asegurada,-.
por una parte, por la adicidn de substancias nutritivas al -
medio, y por otra, por un descenso progresivo de la tempera-
tura con el fin de rTeducir 1la actividad fundamental espermi-
tica hasta un limite a partir del cual alin pueda ser reversi
ble. La anabiosis o adormecimiento del esperma es necesaria
para reducir los procesos catabdlicos. Esta anabiosis es rea

lizada por 1la refrigeracidn y la conservacifn a bajas tempe-

raturas. (8 )

Wagner y Bonfert mencionados por (g ), aconsejaban un -
tiempo de enfriamiento que iba de + 21 grados centigrados a
+ 5 grados centigrados en cinco horas. Esto era con el mejor
diluyente de esa época. Las temperaturas de conservacidn en
general para uncs van de Q0 a +5 grados centigrados en pocos

casos se aconseja de un 10 a 12 grados centigrados.

El semen diluido puede ser congeladc siguiendo estos pa

sos adicionales segfin Merck (3 ), mantener el semen diluido
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a 5 grados centigrados durante 6 horas. Colocar el semen en
ampolletas de 1 ml,, colocar los viales cerrados en alcohol
isopropilico o etilice a 5 grados centigrados y se disminu-
ye la temperatura afiadiendo pequefias cantidades de nieve car
bbénica, la temperaturé debe de reducirse 1 grado centigrado
por minuto desde 5 grados hasta -15 grédos centigrados, 5 gra
doscentigrados por minuto desde -15 hasta -50 grados centigra
dos y 20 grados centigrados por minuto desde -50 hasta -79 --
grados centigrados. Posteriormente pasarlas a nitr6geno liqui

do hasta una temperatura de -195.8 grados centigrados.

Bonfert y Wettke mencionados por ( 6 ) obtuvieron resul-
tados satisfactorios al agregar un diluyente de leche descre-
mada que contenia el 7% de glicerol, los tiempos para llevar
a cébo la equilibracidén fuerdén de 4 horas aproximadamente. El
diagrama de congelacidn se caracteriza por los siguientes com

poertamientos térmicos seguidos:

+ 5°C ’ ~10°C 1°C/minuto
-10°C -17°C 2°C/minuto
-17°C -79°C 4°C/minuto

La temperatura de conservacidén fué de -79°C,

Descongelacidn del Semen.-
Segilin. Corteel ( g) antes de ser utilizados el esperma -

diluido en cantidades que van de .7 ml. y congelado en un pe
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quefio tubo de vidrio y cuya parte superior estid obstruida por
un tapdn de plastico, se inmergen en un bafio de agua a 37 gra
dos centigrados. Despus de qﬁe‘el ésperma del macho se ha di
luido en el tubo, el opera&or termina la operacifn frotando -
ligeramente el tubo con la palma de la mano. Una vez obtenida
la descongelacifn, se procede a colocar el semen en los geni-
tales de la cabra.

)

Sin embargo, Mc. Donald (14) recomienda que es necesario
descongelar el semen en un recipiente aislante que contenga -
medio litro de agua limpia, el semen de las ampolletas se des

congela en unos 10 minutos y debe utilizarse en inseminacién

aproximadamente una hora después del deshielo.

Gonzédlez Stagnaro (1976) (12), realizé la descongelacidn

sumergiendo la pajilla en agua caliente a 75°C. durante 10 -

segundos.

BIBIIOTECA
GRADUADOS



MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de
Inseminacidn Artificial del i.T;E.S.M. y en el corral del --
mismo. Su desarrollo se realiz6 en dos fases, la primera que
consisti6 en la recolecciéﬂ del semen por medio del electro--
eyaculador en cuatro caprinos puros de la raza Nubia de 1.4 -
afios de edad, 1la segunda fase fué de anidlisis y manejo de ese

semen en el laboratorio.

Los pasos de recoleccidn, evaluacidén, dilucién y conge--
lacidn se llevaron a cabo en un periodo comprendido del 28 de
Febrero hasta el 31 de Marzo de 1978, en &ste trabajo se uti-

lizaron los eyaculados mds favorables para ser procesados.

Los cuatro sementales fuerdn seleccionados de un lote --
aproximadamente de 20 chivatos, se eséogieron de acuerdo a --
las pruebas de fertilidad hechas con anterioridad en el Cen-~-
tro de Fomento Caprino San José de la Facultad de Agronom3a -

de la U.A.N.L. de donde era su procedencia.

Manejo de los Sementales.-

A su llegada a los corrales del I1.T.E.S.M., 1los chivos -
fueron desparasitados externa e internamente con Coumaphos ¥y
clorhidrato de Levamisol respectivamente de aucuerde a las re

comendaciones del Laboratorio, asi mismo, se vitaminaron con
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Vitamina A (506,000 U.I./ml.),D, (175,000 U.I.), E (50 U.L.).

La alimentacitn fué a base

de.

concentrado con un contenido

de 16% de proteina mids alfalfa achicalada y avena en estado -

fresco, todos a 1ibre‘accesoQ
Materiales.- (Ver apendice)’
Metodologia del Procesado. -

Preparacidn del Diluyente!

Diluyente "A"

Componentes

‘Citrato de sodio

Yema de huevo £fresco
Glicerina

Fructosa

Penicilina Procainica

D.H. Estreptomicina

Diluyente

Componentes

Citrato de sodio
Yema de huevo fresco
Glicerina

Fructosa

Peniciiina protainica

D.H, Estreptomicina

Cantidad/100 ml.
77 ml,
20 ml,
3 ml.
1.25 gr.
- .25 ml,
.25 ml.

HRBM
Cantidad/100 ml.
69 ml.

20 ml.

11 ml.

1.25 gr.

.25 ml,

.25 ml.
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Primeramente en un matraz de aforacidén de un litro se --
aforaban 29 gr. de Citrato de sodio en agﬁa bidestilada, el -
cufil se adicionaba a los diluyentes en las proporciones antes

descritas.

El diluyente A una vez preparado era colocado a bafio ma-
ria a 37.5 grados centigrados para que a 1la hora de adherirlo

al semen tuvieran la misma temperatura, el diluyente B, se co

locaba en el cuarto frio a una temperatura de 5°C.

Pruebas de Laboratorio.-

Una vez recolectado el semen, pasaba al laboratorio, era
colocado a bafio maria a una temperatura de 37.5 grados centi-
grados para que se mantuvieran a una temperatura corporal, de
esa eyaculacién se tomaba una gota y se colocaba en un porta-
objetos para ser observados al microscopio y determinar su mo

tilidad masal. En esa misma gota, se¢ tomaba en cuenta su pH.

El siguiente paso era el determinar la concentracion &=
espermatozoides/cm. clbico, &sta determinacién se hacia por -
medio de un Hematocitometro & clmara de Spencer y con una pipe

ta para glébulos rojos.

Se tomaba otra gota de semen para mezclarla con tinta --
china y hacer la prueba de morfologia (porcentaie de esperma-

tozoides normales y anormales).
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Se determinaba el volGmen total final y se anotaba com -
los demas datos de motilidad, pH y concentracién para hacer -
la especificacidn del nfimero de ampolletas que resultarian de

esa muestra.

Esa determinacién se tomaba de acuerdo con la siguiente

férmula: E 3 _

Concentracifn/c”™ x % motilidad

# de ampolletas = o - X Voldmen
# de espermatozoides necesarios

para’ 1 ml. de semen diluido.

Se tomé como base el niimero de espermatozoides necesa--

rios para 1 ml. de ‘semen diluido de 100 x 106.

Ejemplo:
Concentracic‘m/c3 6430 x 106
Volamen '. 4
Motilidad 0%
6430 x 10°
x .8
5144 x 10% ¢ 100 x 10°
51.44
x 2.4
123.45 Diluyente + semen
2.4 Semen

121.05 Diluyente total ( A + B)
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El diluyente se incorpora en dos fases, por lo tanto el
diluyente total se dividia en dos.
121.05% 2 = 60,52 ml.
6 sea: - 60.52 ml. Diluyente A

60.52 ml. Diluyente B

Inmediatamente después de determinada la cantidad de di-
luyente que llevaria la muestra, se le agregaba el diluyente
A al semen y se guardaba en el cuarto frio, donde se el fué -

bajando la temperatura hasta 5°C.

La manera de bajar la temperatura fué la siguiente: se -
colocaba el matraz donde venia el semen con el diluyente en -
un vaso de precipitados con agua, é&ste se colocaba en el cuar
.to frio y se le iba bajando 1a temperatura a razén de 1/2°C/-
minuto hasta llegar a 5°C. con hielo picado.

re .
Glicerolizacidn y equilibracidn. -

El semen diluido a la mitad de su dilucién final y a una
temperatura de +5°C., estaba listo para agregarle el diiayen-
te B el cual se ponia en tres fases cada 15 minutos, el dilu-

yeﬁte B estaba también a 5°C.

El diluyente B con la fraccidn de mas glicercol era in--

corporade con una probeta graduada lentamente y gota a gota,.
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Al terminar la glicerolizacidn 0 sea teniendoc el semen
ya completamente diluido se dejaba reposar por un espacio de
tiempo de tres horas no méds, estas tres horas eran necesarias
para que los espermatozoides se equilibraran con el diluyen--

te. Este proceso es llamado de equilibrio o estabilizacibn.

Llenado y sellado de las Ampolletas, -

Inmediatamente después de la eduilibracién se procedia -
al llenado de las ampolletas de 1 ml. utilizando para esto una
jeringa'automética: el siguiente paso era sellar las ampoille--
tas con un aparato especial para &sto, que provela una flama -
de gas natural y oxigeno, éste paso deberia hacerse lo més ré-
pido posible y con cuidado para evitar el calentamiento de 1la

ampolleta, todo esto se llevaba a cabo dentro del cuarto frio

teniendo un cuidado especial que la temperatura se mantuviera

a 5°C.

Ampolleta que iba siendo sellada, se checaba que estuvis-
ra en buenas condicionesAde sellado. Siendo selladas se colo--
caban en un recipiente con hielo melido para qQue fueran bajzn-
do su temperatura hasta 0°C., posteriormente se colocaban en -

los bastones y &stos se colocaban en otra charola extendida con

hielo molido.
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Congelacién con Vapores de Nitrdgeno.-

Las ampolletas colocadas en los bastones eran introduci
das en la canastilla del termo, la cual se metia a Eéste a --
una altﬁia aprcxiﬁadamente de 10 cm. para que los vapores su
perficiaies fueran céngelando las ampolletas, esto se hacia
por un espacio de 5 minutos, se iba bajando lentamente hasta

llegar a un tiempo de 10 minutos y se sumerjia completamente

la canastilla para que alcaﬁzafan’una temperatura de -196°C.

Evaluacidn, -

' Se evaluaron cuatfo muest.a. w. cada procesado a diferen
tes intervalos:de tiempo,yrﬁnicamente determino su motilidad,
el muestreo fué de la siguiente manera:

Evaluacidén de 24 ampolletaé de cada procesado.
ampolletas a la 1/2 hora después de congeladas.
ampolletas a IQS 2 horas después de congeladas.
ampolletas a las 12 horas después de congeladas.
ampolletas a las 24 horas despuds de'dbngeladas.

ampolletas a los 6 dias después de congeladas.

,h N Y W X

ampolletas a los 15 dias después de congeladas.

24 ampollethsrevaluadas por congelacidén en total.
Descongelacibn. -

La descéngelaciﬁn de las ampolletas a evaluar se llevé
‘a cabb en hielo 'picado Yy agué por un lapso de 10 minutos, en

recipientes que evitaran la lus directa (vasos de hielo seco).



Los andlisis estadisticos realizados fueron completamen

te al azar, pruebas de Duncan para comparacifn de medias y

bloques al azar

B|BL.IOTECA
GRADURDOS
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del presente trabajo se presentan en ta-

blas y figuras para su mejor interpretacidn.

Para la realizacifén de los andlisis estadisticos se 1lle

v a cabo la transformacidn de las observaciones (Porcentajes)

a Angulos Bliss V Arco sen, del angulo, de acuerdo a (iS).
Dicha transformacién fué& con el objeto de eliminar 1los por--

centajes por no existir método estadistico apropiado. (Tabla 2).

Los datos recabados en porcentajes fueron los observados
al microscopio haciendo la aclaracidén que en dichos datos se
siguié el mismo criterio y efectuados por la misma persona.

(Tabla 1).

De acuerdoc a 1la clasificacidén por mctilidad indivilual ail

momento de la extraccifn era en 1a forma siguiente:

Sementales Motilidad Individuas
UNIK-47 80 %
UNTK-55 80 %
UNIK-58 &3 %
UNIK-56 60 %
Dicha motilidad estd considerada por (13) como Buenz en el

caso de los tres primeros y Satisfactoria en el caso dal 1% c1--

mo.
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La determinacidn del niimero de espermatozoides/ml., se --
realizd en forma ripida como lo indica (6).

La concentracién espermidtica del eyaculado fué de:

Semental Concentraciﬁn/c3
UNIK-47 3,860 x 10°
UNIK-55 6,430 x 10°
UNIK-58 3,700 x 10°
UNIK-56 3,930 x 10°

Esta concentracifn sobrepasa la media mencionada por (8)
que indica que para caprinos la concentracitén media varia en-
tre 2,000 y 3,000 x 106 espermatozoides/ml. Admitiendose como
valor normal el de 8;800,000 con variaciones de 1 a 3 millo--
nes (15).

El eyaculado en volimen para los cuatrec sementales fué -
de: 1.7, 2.4, 1.7 ¥y 2.0 c.c. para el UNIK-47, 55, 58 y 56 res

pectivamente. Dicho voliimen concuerda con (11).

En los diferentes eyaculados el pH fvé de 7 comsiderando

se normal segin (i5).

La coloracidn del semen se considerd normal poc iz mencio
nada en (13) que debe de ser blanca con variaciones a crema d-
aspectec lechoso.

Los diluyentes empleados (A y B) son los yue se utilizan
para semen de bovino en el Centro de Reproduccidn e Insemina-

cifn Artificial de Ajuchitlin, Qro. No encontrando dificultad
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en su uso. En la equilibracidn del semen diluido se tomd el
criterio en forma perscnal, debido a no encontrar referen

cias en lo que respecta a ganado caprino.

La falta de experiencia para el sellado de las ampclle-
tas implicd una pérdida de un 14% en los primeros procesos,
reduciendo a un 6% en los Gltimos. Esto es que se presentaba

defectuosa la ampolleta, 6 bien mal sellada.

La congelacidén por medioc de vapores de nitrégeno no pre
sentd dificultad alguna, contando con un termo de boca ancha
como en &ste caso, ya que el nimero de bastones en una canas

tilla es mayor, lo que facilitd introducir todes al mismo ~--

tiempo.

La evaluacion a los diferentes periocdos de congelado se
efectud siguiendo el mismo sistema para todos, esto es, sacan
do 4 ampolletas del mismo baston; encontrandose en algunos ca
s0s variacidén de un tiempo a otro, o sea, que el porcentaje -

de motilidad fué menor, aumentando en el siguiente muestreo.

La Tabla 3 muestra el analisis estadistico de % de moti-

lidad, el cual resulta altamente significativo, lo que indica

que los tratamientos son diferentes.
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_ Las pruebas de Duncan para comparar efectos del semental,
Tesultaron ser que el semental UNIK-47 es el mejor, pero dife-
rente a los demis, y que el UNIK-55 y 58 son iguales entre si,

y diferentes al UNIK-56. (Tabla 4 ).

Tabla 4.-Diferencias minimas significativas para efectos

del semental en la Evaluacidén y Conservacién de

semen de ganado caprino. 1978,

2 3 4
.05 2.46 2,58 2.66
.01 3.452 3.63 3.70

Para probar efectos de tiempo de congeladoc, la prueba de
Duncan resutd ser que a las 12 horas de congelado se encontré

mayor % de motilidad al descongelarse, comparada con los de--

mas tiempos; y que a la 1/2 hora, 2, 24 heoras y 6 dias eran -

iguales pero diferentes a 15 dias. (Tabla 5 )
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Tabla 5.- Diferencia minima significativa para efectos de
tiempo de congelado en la Evaluacién y Conserva

cién de semen de ganado caprino. 1978.

P 3 4 5 6
. 05 2.12 2.23 2.30 2.35 2.39
.01 2.81 2q 95 3.01 3,08 3.12

La comparacidn de efectos entre semental y tiempo de con-

gelado se muestran en la Tabla 6.

Respecto a la relacidén entre semental y tiempo de congela
cidén resulta ser que a, b1, es igual que a, b2 y diferente a -
todos los demis, a4 b2 es diferente a todos los demids, pero --
igual que a, b1, Y que a, bs,es igual que a, b4 Yy a2, b5 pero -

diferente que a, b6 Yy a todes los demis; ay b4 es igual que --

.

a, b5 y a4 bs,_pero diferente a todos los demis; a, hé es igual
que a, b2’ a, b4, a, bs, a4 b1, aq b2, as b3, ay bd’ aq bs, -~
4 b3 y diferente a todos los demis; an b2 es igual que a4 bé,
a1 bﬁ, a2 bs, a3 b1, 33 bz, ag bs, a3 b4, a, bs, a, b3 v dife-
rente a todos los demis; a, b4 es igual que a, b6’ a, b,, a, bS’

a_ b a, b a, b, vy diferente a todos -

a

Ay Dpa g Bys By Bgg 44 Dys 8z Pgs 2y g
los demds; a, b, es igual que a, bo, @y by, a, by, a, be, a, by,
as bz, a, bs, ag b4, a, bs, ay b3 y diferente a todos 10§ demés;
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as b1 es igual que ay b6’ a, bz, a, b4, a, bS’ ag bZ’ aq b3’
dg b4, aq bS’ a, b3 Yy diferente a todos los dem&s; . b2 es

aq b4, aSbS’

a, b3 y diferente a todos los demis; ag b3 es igual que a, b6’

rente a todos los demis; a, b4 es igual que a, bﬁ, a, b2’ a, b4,

igual que a, b6’ a, bz, a, b¢, a, bS' a, bj, a, b3,
b

a, bS’ a., b1, 2, bz, a4 bS’ ag bs, a, b3 y diferente a todos --
los demias; ag b5 es igual que a, b6’ a, b2’ a, b4, a, b5, ag bl’
a; b,, 2, b,, a, b; y diferente a todos los demds; a, b3 es i--
gual que a, b6’ a, b2, a, b4, a, bS’ aq b1, az b2, a, b4, ag b5

y diferente a todos los demds. (Ver Apéndice).

BIBLIOTECA
GRADUADCS
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1.- E1 analisis de varianza completamente al azar, resultd -

altamente significativo.

2.- E1 mejor tiempo para la evaluacidén del porciento de moti

lidad fué a 1las 12 Horas para todos los sementales.

3.- E1l mejor semental fué el UNIK-47.

4.- No hay ningin problema en el congelado de semen de ganado

caprino.
5.~ Se recomienda probar diferentes diluyentes,

6.~ Se aconseja llevar a efecto pruebas pricticas de Insemina

cién Artificial en cabras.
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RESUMEN

El presente trabajo se llevd a cabo en el laboratorio de
Inseminacién Artificial del I.T.E.S.M,, iniciandose éste el -

28 de Febrero al 31 de Marzo de 1978.

El objetivo fué probar el proceso de extraccién, evalua--
cién, dilucidn, envazado, congelado de semen de ganado caprino
por medio de vapores de nitrdgeno liquido y su evaluacidn des-

pués de dicho proceso.

Se utilizaron cuatro sementales de la raza Nubia propie--
dad del Centro de Fomento Caprino San José de 1la Facultad de -
Agronomia de la U.A.N.L., de una edad aproximada de 1.4 afios,
los cuales fueron alimentados con concentrado (16%), alfalfa -
achicalada y avena en estade fresco, todos a libre acceso, los
cuales fueron desparasitados externa e internamente y vitamina

dos antes de iniciar el trabajo,

Se utilizd el material y equipo requeridos previamente --

esterilizados.

El método de extraccidn fué empleando el electroeyeculador,
el de motilidad fué observacidén al microscopio y el de concentra
cidn con la técnica del Hematocitdmetro, el color a observacidn

a simple vista y el pH. con papel indicador.
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Los diluyentes estaban a base de citrato de sodio, yema

de hueve, glicerina, fluctuosa y antibiftices.

El proceso de estandarizacidén, envasado y congelado fué

dentro del cuarto frio.

La descongelacidn se realizé con hielq picado y agua. -
Las evaluaciones posteriores fueron a 1/2, 2, 12, 24 horas,
6 y 15 dias de congelado, encontrandose que la mejor resultd
ser la de 12 horas para todos los sementales. Encontrandose
diferencia altamente significativa en el anilisis estadistico

realizado.

El mejor semental respecto a porciento de motilidad fué -
el UNIK-47 no encontrandose problema en el congelado de semen
de ganado caprino; recomendandose probar diferentes diluyentes

¥y llevar a efecto pruebas practicas de Inseminzcidn Artificial

en Cabras.
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Técnica del hematocitémetro para la determinacidn de 1la

concentracidn de espermatozoides por centimetro cibico.
Material Necesario:
a) Hematocitdémetro (tal como €l OA Spencer Bright Line
con el rayado doble mejorado de Neubauer).
b} Cubre-objeteos para el hematocitémelro.
c) Pipeta para glébulos con tubos de succidn adecuados.
d) Microscopio.
e) Alcohol para enjuagar las pipetas.
f) Solucidn de suero fisiolégico mé&s alcohol.
g) Gasa.
Técnicas de Conteo:
a) Aspirar semen fresco hasta la graduacién 0.5 con una pi
pipeta para globulos rojos.
b) Aspirar una cantidad suficiente de suero fisiolégico

mids alcohol hasta la marca 101, para lograr una dilu

cidn de 1:200.



d)

e)

£)

g)

Técnica
zoides.
Tincidn

La
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Agitar la pipeta por espacio de dos minutos para que

su contenido se mezcle,

Dejar salir varias gotas del extremo capilar para --
crear una accidn positiva en el interior de la cima-

ra de la pipeta.

Secar la punta de la pipeta con gasa y se deja fluir

una gota bajo el cubre-objetos colocado en el hemato

citometro.

Colocar al microscopio el hematocitfmetro y contar -
los espermatozoides comprendidos en leos cuatro cua--
dros de las esquinas y el cuadro central. No se con-
taran las células que toquen ¢ se encuentren en las

lineas divisoras en la parte superior, inferior y la

terales.

Por 11timo se multiplica el nimero de células conta-
; 7
das en los cinco cuadros por 10, para expresar la -

concentracién por centimetro cibico.

de Tincién para Estudios Morfoldgicos de Espermato-

con tinta China.-

tinta china se centrifuga y se mezcla en la propor--
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cién de cuatro gotas por una de semerd. La mezcla se consigue

extendiendo el colorante y el semen a lo largo del porta-obie
tos con la avuda de otro limpio, esta extensidén se seca al --
aire, se coloca sobre ella un cubre-objetos y se examina al -

microscopio por inmersidn en aceite.
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Lista de material y equipo necesario para la conservacidn
del semen desde su extraccidén hasta la congelacidn.

Extraccidn:
Agua
Sal
Jeinga con sonda para poner la sclucibn salina
Tijeras
Tubos de ensaye graduados de vidrio esterilizados
Mango recolector
Embudo conicos de goma para la recoleccidn del semen
Electroeyaculador completo
Papel

Evaluacion:
Tubos de ensaye graduados
Microscopio completo
Hematocitémetro completo
Porta-objetos
Cubre-objetos
Goteros
Pipetas
Probetas 5, 10 ml.
Tinta china
Papel pH

Dilucidn:
Huevos de gallina frescos
Glicerina
Citrato de sodio
Fructosa

BIBLIOTECA
GRADUADOS

Penicilina
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Estreptomicina

Gasa

Matraces con tapones de huelo esterilizados
Agitadores

Probetas de 250 ml.

Mechero

Pipetas

Agua bidestilada

Congelacidn:

en el

Ampolletas de cristal de 1 ¢.c. esterilizadas
Aparato llenador o0 jeringa automitica

Aparato sellador especial

Cuarto frio

Bastones de aluminio para las ampolletas
Termo con nitrdgeno

Cajas de hielo seco

Hielo

Oxigeno

Gas natural

Equipo necesario para llevar a cabo estas actividades -
laboratorio.

Autoclave

Rafio maria

Lamparas de luz roja
Liamparas de luz ultravioleta



Relacidén entre Semental y Tiempo

joh]

f

o ]
T

b, = UNIK-47
, = UNIK-47
5 = UNIK-47
, = UNIK-47
¢ = UNIK-47
g = UNIK-47
1 = UNIK-55
2 = UNIK-55
3 = UNIK-55
, = UNIK-55
g = UNIK-55
5 = UN;K-SS
| = UNIK-58
, = UNIK-58
g = UNTL-58
6 = UNIL-58
g = UNIK-58

b = UNIK-58

b, = UNIK-56

b, = UNIK-56

by = UNIK-56

b, = UNIK-56

b, = UNIK-56

b, - UNIK-56
Semental

Tienpo

X

X

1/2 Hora.
2 Horas.
12 Horas.
24 Horas.
6 Dias.
15 Nias.
1/2 Hora.
2 Horas.

12 Horas.

- 24 Horas.

6 Dias.
15 Dias. .
1/2 Hora,
2 HorasT
12 Horas.
24 Horas.
6 Dias.
15 Dias.
1/2 Hora.

Z Horas,

24 Horas.
6 Bias.,

15 Dias,.

57






