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INTRODUCCTION

La inseminacién artificial aplicada a los mami{feros no
despert® mas que un interés puramente cienti{fico cuande en
1780 un fisiblogo italiano aplicd el método a los perros, -—.
Alrededor de 1890 se procedid a hacer algo de uso préctico
de la inseminacibn artificial en la crfa caballar. Por pri-
mera vez se hizo uso de esta técnica para el mejoramiento -
de los animales en la U.R.5.5. comenzando el programa con -
caballos y poco después se aplicdé al ganado bovino y al ovi
no, en 1938 la técnica era de uso corriente para la fecunda
cibn de yeguas, vacas y ovejas. Recientemente este método -
ha sido profusamente empleado para proporcionar servicio a
los porcinos, tanto en Europa como en el extremo oriente, -
En varios pafses mis del 50% de las marranas se les fecun—-

dan por medio de la inseminacibn artificial.

A partir del programa de inseminacién artificial ini--
clado en Dinamarca, Estados Unidos, El1 Reino Unido y la - -
U.R.SeS., este sistema avanzado de reproduccibdn se ha gene-
ralizado por todo el mundo, en 20 afos esta técnica ha cre-
cildo répidamente, las cifras comparativas correspondientes
a otros pafses clasificados en cuanto a esta actividad son
las siguientes: Japbn 95%, Holanda 75%, Inglaterra 55%, Ale

mania Occidental 45%, Estados Unidos 40% y Francia 40%.

Las razones fundamentales para este desarrollo sin pa-

ralelo es que la inseminacibén artificial brinda la oportuni
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dad de cruzar machos genéticamente superiores con hembras

en cualquier parte del mundo, aunque las técnicas de la in
seminacibn artificial progresan de modo por dem&s répido -
para la crfa de ganado lechero tan pronto este método se =
establecid para todas las clases de animales domésticos in

cluyendo abejas (3).

En M&xico, la Secretarfa de Agricultura y Ganaderf{a -
cuenta con un magnifico centro de inseminacibdn artificial
para el fomento y desarrollo del ganado bovino, sin embar-
go, en el campo de la inseminacibn artificial de los cer—-
dos apenas se incluye en la fase de iniclo. De acuerdo a -
todos los investigadores en el ramo de la inseminacibn ar-
tificial, se dice.que el futuro de la ganaderf{a de cual---
quier pafs de mejoramiento progresivo, se traducir8 induda
blemente en bienestar del pueblo por ﬁna alimentacién més

abundante y barata (1).

La inseminacibn artificial como método de 1la reproduc
cibén animal en la especie suina, ha adquirido en estos Gl-
timos afios una importancia insospechada, por una parte ha
contribuido al gran desarrollo que va tomando en todos los
pafises la explotacibn industrial del cerdo en funcibn de -
la moderna ordenacidn agricola. Ser8n suficientes unos - -
cuantos afios para que sea substituldo el régimen explota--

cibn extensiva de razas poco precoces y de gran produccidn ;



de grasa, por otras de explotacibdn en estabulacibdn de ma--

yor precocidad y especulacibn en produccién de carne,

Considerando que una de las especies m&s difundidas -
en el medlio rural es el cerdo y que al mejorarse la cali--
dad del mismo, resultarf{a altamente beneficloso para toda
la gente, pero especialmente a las clases econbmicamente -
débiles, por lo que al pensar en un medio rfpido para mejo
rar esta calidad, se tratd de hacer préctica 1la 1nsemin$--

cibébn artificial, viendo los buenos resultados en bovinos -

(8).

El siguiente trabajo de tesis trata de sobreponer uno
de los principales problemas de la inseminacibn artificial
de los cerdos, que es la conservacibn del semeﬁ del verra-
co "in-vitro" durante perfodos de tiempo largos. Ya que es
te obstfculo impide que muchos pafses practiquen la insemi
nacibén artificial de cerdos en forma pricticamente comer--
cial, pues es &sta la forma que m&s beneficios trae, sobre

todo como ya se ha dicho en el medlo rural.
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Las ventajas de la inseminacibn artificial en la espe

cie porcina pueden resumirse en:

a) Ahorro de sementales. La inseminacién artificial -

tanto en la especie porcina como en los demés casos, tiene
como finalidad importante reducir el nlimero de sementales
en funcibn procreativa, el rendimiento eyaculatorio de un
semental, puede utilizarse para inseminacién en condicio--
nes normales de 15 a 30 hembras, circunstancias que ha te-
nido en cuenta el ciclismo sexual de las hembras sepafado
a intervalos de 18 a 20 dias significa que con un limitadi
simo nlmero de sementales se puede fecundar de 200 a 300 -
hembras mensuales, Teniendo en cuenta el consumoc a precio
de sostenimiento que exigen los sementales de una explota-
cidén porcina, se deduce fécilmente el interés de la insemi

nacién artificial como método econbdmico de reproduccibdn,

b) Profilaxis, Consiste en la posibilidad de evitar -

la difusibdn de enfermedades infecto-contagiosas como la -—-
bruselosis capaz de transmitirse por la e¢bpula dando lugar
posteriormente a frecuentes abortos que originan por consi

guiente pérdidas econbmicas,

c) Aspecto Zootécnico. La inseminacibdn artificial per
mite en las explotaciones porcinas, los m&s audaces inten-

tos de mejora zootécnica al hacer posible la difusibdn am—-



plia y debidemz2nte planteada del material seminal procecen

te de un semental extraordinarioe.

gn definitivo, la inseminacibn artificial ha permiti-
do en pocos afios la obtencibdn de lineas puras y estirpes -
nuevas de ygran interés desde el punto de vista de produc--

cidn industrial (1).

gn estos Gltimos afios se han realizado importantes in
vestigaciones con el fin de consequir una aplicacibén préc-

tica de la inseminacibn artificial en la especie porcinae.

Ito, Niwa, Kudo y Mizuho en 1948 sefialaron haber obte
nido un tanto por ciento de fecundaciones satisfactorias -
- (62,5%) utilizando esperma de verraco sin diluir y con--

servado durante 24-48 horas a una temperatura de 15 QC.

Investigaciones posteriores, han demostrado que el es
perma de verraco se conserva flcilmente en los diluyentes
a base de yema de huevo o leche descremada a la temperatu-
ra de 7 C. a 8 2C. El menstruo mis recomendable parece -

ser el de glicocola-yema, utilizado por Polge en 1856,

La fraccibdn gelatiforme que estorba a las manipulacio
nes de dilucibédn se elimina. La adicibn de antibibticos co-

mo penicilina: 500 U., estreptomicina 500 y por c.c. aumen



tan el tanto por ciento de fecundaciones., El grado de dilu-
cibébn varia de 1:4 a 1:10; el pH. debe situarse entre 7.4 y
7.6 y las inseminaciones, de ser posible se realizarén en -

el dfia. (Polge y Rowson, 1956).

Du Mensil, Du Buisson y Dauzier también en 1956 prepa
raron un menstruo compuesto de bicarbonato sédico, glucosa

y leche descremada,

A la temperatura de 8 2C, este medio parece conservar
el poder fecundante del esperma durante 48 horas (minimo).
Los resultados de inseminaciones practicadas con esperma -
as{ conservado, son comparables a los obtenidos con el me-

dio glicocola-yema.

Después de haber ensayado diferentes diluyentes, Aam-
dal y Hofset dan su preferencia a la solucibn de citrato -
sbdico al 3% adicionado a un 30% de yema de husvo, penici-
lina y estreptomicina a una temperatura de 15-20 QC,. Salis
bury, Fuller y Willett preconizaron el diluyente a base de
Citrato-yema y es el medio que se utiliza con m&s frecuen-
cia en el mundo; tiene la ventaja de ser simple, prictico
y econbmico. £1 citrato sbdico tiene la ventaja de procu--
rar al menstruo un sistema tampbdn que utiliza la reaccidn
del medio, impide una acidificacidn demasiado répida y por

lo tanto perjudicial para la cantidad del diluyente.



cl citrato sbédico es una sal que resulta de la accién
de un &cido dé&bil (&cido acético) sobre una base fuerte —-

- (hidréxido de sodio).

Tomando como punto de partida los resultados obteni--
dos en la dilucibdn del esperma de toro, se han llevado a -
cabo experiencias a tal efecto en relacibdn al eyaculado de

verraco (4).

Nishikna y Walde, en 1949 y m&s adelante Wogort y Ma-
ver en 1950, han sefialado el efecto beneficioso del citra-
to-yema en la dilucibn del esperma del verraco partiendo -
del menstruo de Salisbury. Ncli en Filipinas, durante los
afios de 1950-51 ensayb con éxito el método de Salisbury al
que se le afadfan sulfamidas conservando después el esper-
ma dilufdo a 5 oC. y trabajando a titulos de 1:2 volfimenes,
de modo que cuando se afitadfian sulfamidas a razbén de 300 --
mg./100, dicho autor logrd conservar la actividad zoospér-

mica hasta los 10-12 dias.

En todo caso hay que tener en cuenta que tanto el mé-
todo de Salisbury (citrato-yema) como el de Hardy y - = --
Phillips (fostato-yema) y el menstruo huevo-=glicina, pre--

sentaron an&logos resultados.

Polge ha experimentado comparativamente cada uno de -



los menstruos a base de yema de huevo llegando a los Si—e-

guientes resultados:

lo. Después de la adicidn de los disolventes la cine-
sis espermltica se mantenia normal.

20. Ninguno de los menstruos aumentd el {ndice de su-
pervivencia cuando las temperaturas se mantenfan entre 15
y 20 C, trat&ndose de eyaculados completos, mientras cuan
do se trabajaba con la fraccidn espermitica se aumentaba -
el Iindice de supervivencia siempre que se conservése a - -
- 3 QC.

30. No se apreciaron diferencias notables en el com--—
portamiento de los diluyentes utilizados en las mismas con
diciones térmicas y entre los tf{tulos comprendidos entre -
- 1:1 y 1:19.

40. E1 citrato-yema es menos eficaz que el resto de -
los menstruos, sobre todo cuando se intentaron conservacio
nes a temperatura de 19 C, a 20 2C,

50. E1 menstruo fosfato-yema fué en todo caso supe-—---
rior al citrato-yema, si bien a partir del_cuarto dia de -
conservacibédn a 5 2C. apenas se aparecieron zoospermos Vi--
VOS,.

60. Los mejores resultados se obtuvieron con los mens
truos yema-glucosa, yema-glicina consiguiéndose hasta el -
60 a 70 % de zoospermos vivos al cabo de 5 a 6 dfas de copn

servacidén a 5 9C.
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70. &n general, a los 30 minutos de calentomiento des
pués de enfriadas las diluciones, se consigue, al elevar -

de nuevo la temperatura, perfecta motilidad esnermética.

Como conclusibén a los menstruos ensayados, tenemos el
particular efecto del fbsforo asociado a la yema de huevo.
Desde el punto de vista de F. Pérez y Férez, es que el fés
foro es interesante para vencer la hipociénesis espermiti-
ca que normalmente se aprecia en el eyaculado suino, de mo
do que la yema de huevo actuarfia en este caso beneficiosa-
mente en funcibn sobre todo a su contenido en fosfolipidos,

lectinas y cefalinas.

La leche en la dilucibn del esperma del verraco fué -
experimentada por Hoffmann en 1905, M&s tarde, Mirkhaylov
y Alquist, lo mismo que Tacker, llevaron a cabo la dilu—--—-
cibn del esperma del verraco y caballo con leche descrema-
da y total, previo calentamiento, agitacién y filtracibn -
sucesivamente, En genéral, los métodos de dilucibdn de es—-
perma a base de leche pura descremada, asociada a la yema
de huevo, proporcionaron buenos resultados. F. Pérez y Pé-
rez ha experimentado el método citrato yema-leche siguien-
do la tecnologia de Jaquet y Cassou, con resultados acepta
bles, en un tiempo de conservacibn, sin embargo, no supe--

rior a dos dias (8).
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RLUCOLECCION DL Z5PERMA

La recoleccidn del esperma en ¢l cerdo. Al principio -
planteb4 los mismos problemas que en otras euspecies, pero —--—
las soluciones han sido eficaces con respecto al carécter y

manera de reaccionar de esta especie.

£l verraco es un animal afectivo y bastante inteligen-~
te, y posee una capacidad de aprendizaje superior a la exhi
bida por otros animales domésticos. Estas caracteristicas -
facilitan mucho al técnico la tarea de educarlo para gue -—-

realice la monta y emita el semen a satisfaccibn.

En 1armayoria de los casos el macho monta a la hembra
en celo, sin embargo, los machos jbévenes o timidos no veri-
fican el salto, en estos casos se debe esperar a que el ve-
rraco gane edad y experiencia, Hay ocasiones en que el ve--—
rraco se resiste a servir a una hembra estando presente una
persona, pero esto se puede superar en unos cuantos dfas de
acoétumbramiento. Para efectuar la monta se preferirén luga
res donde el verraco no haya sido sometido a intervenciones

dolorosas como vacunacidn o descolmillado.

Una vez que el macho ha dado el salto, lo més frecuen-
te es que realice movimientos de empuje durante algln tiem-
po antes de decidirse a efectuar la penetracibn, =s durante

este perfodo cuando el pene debe desviarse lateralmente pa-
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ra introducirlo en la vagina artificial, Asiendo el glande
con la mano enguantada simulando la presibdn del cuello va-
ginal, se incita con éxito al verraco a que cese los impul
sos pelvianos y los giros del pene. Tan pronto como sucede
esto y queda inmbévil, comienza de ordinario la eyaculacibn

(5).

©cl semen de los verracos experimentados, acostumbra--
dos a efectuar el coito en potros de monta, puede recoger-
se mejor embriando una hembra en el potro. 5i se utiliza -
maniquf, este debe colocarse en un lugar frecuentado por -
el verraco y con el que &ste asocie estimulos sexuales, --~
con preferencia ser§ un sitio donde haya cubierto a otras

hembras.

La monta del maniquf puede constituir una operacibn -
sencilla o por el contrario, un proceso largo y tedioso, =
ello depende de varios factores pero principalmente del ve
rraco y del técnico. Es importante gque ambos derrochen pa-
ciencia y tenacidad durante las fases iniciales de la edu-

cacibn (7).

Para la recoleccibdn del semen existen los siguientes
métodos: a) Colectores penianos; b) Recoleccibdn vaginal --
post—coitum; c) Colectores vaginales; d) zlectro-eyacula--

dor y e) Método parafisioldgico o de la vagina artificial.



De los cuales este filtimo es el que ha dado mejores resulta
dos desde el punto de vista de la cantidad y calidad del sg

men e

El niimero de modelos de vaginas artificiales es muy va
riable; lo mismo puede decirse de los diversos tipos de ma-
niqufes empleados mediante los cuales se obtiene el eyacula

do del verraco en la vagina artificial (1).
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E5TUDIO DL oYACULADO

El estudio del eyaculado comprende los siguientes as-—-

pectos:

a) Aspecto biolbgico.- La eyaculacibébn del verraco se -

prolonga por espacio de 5=15 minutos, ya sea por el método
de la vagina artificial o por la monta directa, el volumen
promedio del semen eyaculado es de 250 c.c., este eyaculado
consta de tres partes., La pre-espérmica que es una especie
de lubricante pobre en espermatozooides, la espérmica rica
en espermatozooides y la post-espérmica, que es un material
gelatinoso que sirve de tapbn en el cuello del f{tero evitan
do la salida del semen después de la cbpula. Cuando se ais-
la perfectamente la fraccibn espermética de la pre y post--
espérmica, los espermatozooides conservan mejor su estructu
ra y actividad cinética. De estos antecedentes se desprende
la importancia de la centrifugacibn del esperma y el lavado
del sedimento péra mejorar las condiciones bioldbgicas del -

eyaculado.

b) Estudio fisico del eyaculado.- Consiste en los si--

gulientes aspectos:
Volumen: Se efectfla leyendo en el frasco de recolec
cibn la cantidad de semen eyaculado.

Color: El color normal del semen es blancoc o blan



OClor:

Opacidad:

Viscosidad:

Pureza:

Acidez:

14,

co amarillento, existen variaciones en co
lor dependiendo de la alimentacidn, tam--
bién puede haber eyaculado con sangre (co
lor marrbén) o eyaculado contaminado (co-=-
lor azulado) por alguna infeccibn.

Ll eyaculado ofrece un olor sui-generis -
propio de la especie y acentuado en verra
cos viejos sometidos a intensa actividad
sexual,

Es una condicibn fisica que est& en fun--
cibn de la concentracidn de zoospermas o
elementos en general.

La mayor o menor viscosidad depende de —-—
reacciones enigméticas, en algunos casos
existe una relacibn entre la viscosidad y
la concentracibén del semen.

Se refiere al grado de contaminacidn del
eyaculado con substancias orgénicas o in-
org8nicas.

£1 pH es muy variable y va desde 6,4 a —-
7.4, ya que las pocas horas de conserva--
cibdn "in-vitro" el pH se acidifica debido

al metabolismo de los zoospermas.

c) Microscopia del evaculado.— Los zoospermas del ve-

rraco prestan las mismas estructuras que las demds espe—--—-
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cies de mam{feros., Desde el punto de vista bioldgico, pre-
sentan una gran sensibilidad a los menstruos diluidores y
menor capacidad de resistencia a la conservacibn "in-vi---

tro®", factores semejantes a los que presentan los zoosper-—
) a 2] p

mas de los équidos.

d) Contrastacibn bioldgica.- 1) Microscépica, 2) Bio-

l4gica; la primera comprende el estudio de la motilidad, -
formas anormales, {ndice de resistencia, e {indice de vita-
lidad o supervivencia. La segunda comprende el estudio del

f{ndice de reductasimetria a fndice de fructublisis.

3726
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MOTILIDAD DE LOS ESPSRMATOZOCGILES

El porcentaje de espermatozooides dotados de motilidad
puede determinarse empleando un microscopio con la platina
y el porta objetos caientado a 37 2C. la motilidad se regis
tra a base de porcentaje a intérvalos de 10, de 0 a 100, Ra

ras veces se observa un porcentaje superior a 80%.

Tres son los tipos posibles de motilidad de los esper-
matozooides:
1) Movimiento de avance, 2) Movimiento rotatorio o circular

y 3) Movimiento ondulatorio sin cambio de posicién.

El indice de motilidad, en especial en las muestras --
contaminadas de semen después de tenerlos guardados, revela
la calidad del semen. Los indices de motilidad pueden regis

trarse sobre las bases siquientes:

O.- Espermatozooides sin movimiento de avance.

1.,- Motilidad indolente, desplazamiento lento hacia a-
delante, con muchos espermatozooides ondulantes,

2.- Motilidad algo indolente, que todavia avanza, pero
no en forma répida y centellante.

3.- Motilidad intermedia, no la mejor, pero de avance
bastante répido.

4,- M&xima motilidad de avance, muy r&pida y centellan
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te, sblo se encuentra en un pequefio porcentaje ae

muestrase.

Cuando se evallia el semen con experiencia, las clasifi

caciones pueden fraccionarse a intérvalos de 0.5.
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CONCENTRACION

Como se menciona anteriormente, el eyaculado normal -
del verraco tiene un vollmen promedio de 250 c.c. y consta
de tres partes, de las cuales la primera y la filtima con--
tienen un porcentaje bajo de espe?matozooides y la parte -

media o espermitica contiene hasta un 80% de zoopermas.

El eyaculado completo del verraco (adulto) contiene -

2 espermatozooides., &Esto

por término medio de 40 a 50 x 10
supone una concentracibn de 200 a 250 x 10%® células por ——
c.c. de semen fintegro y filtrado. Existen sin embargo, des
viaciones considerables de este promedio, seqln la edad --
del_macho, frecuencia de las eyaculaciones, condicicnes de
raza, etc. Perc en lo que se refiere a la porcidn rica en

espermatozooides (espermltica) contiene un promedio de 600

a 700 x 106 por ce.c. de células y esto viene a constituir

del 20 al 25% del volumen completo del eyaculado (6).
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DILUCION D&l SoMEN DEL VERRACO

En estos Gltimos afios se han llevado a cabo importan—-
tes investigaciones con el objeto de conseqguir una aplica--

cibn prictica de la inseminacibén artificial en la especie -

porcinae.

Ya en 1948, algunos autores sefialaron haber obtenido -
un 62.5% de fecundaciones satisfactorias utilizando esperma
de verraco sin diluir y conservado durante 24 a 48 horas a

una temperatura de 15 QC.

Posteriores investigaciones han demostrado que el se--
men puede conservarse ficilmente en los diluyentes a base -

de yema de huevo o leche a la temperatura de 15 QC,

Los diluyentes del semen aportan: Elementos nutriti---
vos, para los procesos metabdlicos de los espermatozooides,
proteccidn contra el shock frfo, efecto amortiguador contra
el &cido l&ctico producido por el metabolismo de los esper-
matozoolides, una substancia reductora para la proteccidn de
determinadas enzimas, y CO, (sbélo en determinados diluyen--
tes) que pone un alto a la motilidad y disminuye el metabo-
lismo de los espermatozooides. También ayuda a conservar la

presidén osmbtica y el equilibrio mineral adecuados (2).
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Zn Noruega, veterinarios del Colegic Oslo, efectuaron
- 451 fecundaciones artificiales en cerdas, usando 150 a -
200 c.c. de esperma dilufdo y conservado hasta 60 horas, -
conteniendo de 41 a 100 miles de millones de cé&lulas por -
dusis. Los resultados obténidos fueron de 59.4% de gesta—-—

ciones con una media de 9.93 lechones por camada.

En 1946 se obtuvieron los mejores resultados con los
menstruos yema-glucosa consiguiendo hasta el 60 a 70% de -
zoopermos vivos al cabo de 5 & 6 dias de conservacibn a —-

una temperatura de 5 QC.

Regularmente se consigue la perfecta movilidad de los
espermatozooides a los 15 a 30 minutos de calentamiento --

“después de enfriadas las soluciones.

Antes de efoectuar la dilucidn del semen recolectado,
este es sometido a una serie de pruebas "test" conocidas -
también como “valuacidn" del semen, tales como: volumen, -
consistencia, color, movilidad, concentracidn, pH., reduc-
cibn del azul de metileno y determinacidn de espermatozooi

des anormales, vivos y muertos.

La reduccibn del azul de metileno consiste en la rapi
dez con que desaparece la coloracidn azul de la mezcla del

semen y nos indica en general que el semen es bueno si le
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coloracibédn desaparece entre 6 y 9 minutos, excelente en = -
31/2 a 6 minutos, regular de 9 a 12 minutos y desechable

de 12 minutos en adelante,

Formas anormales.- La apreclacién de formas anormales
y muertos en el eyaculado pueden determinarse por los mis—-
mos métodos utilizados en otras especies, coloracidn vital,

tinciones espermfticas, etc. (6).

El porcentaje de formas anormales aumenta en el cerdo
a medida que el mismo se produce un cansancio sexual, agota
miento, etc., fenbmenos que por lo general son consecuencia
de una intensa actividad sexual, que requiere distanciar —-
més la recogida del esperma. En este caso se encuentran - -
zoospermas gramnegativos, parcialmente granulosos y de co--
las mQltiples, fracturados, globosas, etc,, mientras que en
material procedente de animales en abstenencia sexual, con
frecuencia se aprecian zoospermos calvos y formas cefflicas

deformes, globosas, etc,

El porcentaje de formas anormales © muertas que gene-—-—
ralmente se encuentran en el ganado porcino es elevado, a -
consecuencia de choques ibnicos que tienen lugar en el mo--
mento de la recoleccibdn. Puede admitirse de un 15 a un 20%
de formas anormales y muertas, en el eyaculado recién reco-

lectado (3) .
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DILYUCION Y CONSSRVACION DEL ESPERMA

La dilucibn del esperma va précedida de un exiimen mi--

croscdpico y bicquimico.

La dilucibn del semen tiene por objeto aumentar el vo
lumen total de 1la masi espérmica con el fin de poder insemi
nar c¢on una sola eyacuiaci&n el mayor nﬁméro de hembras pO-
sible, ¥y crear por otra parte un medio favorable paré 13-55
pervivencia de 108 espermatozoocides "in-vitro". Los medios

de dilucién deben responder a las siguientes cualidadess

a) PRESION OSMOTICA.- Las soluciones fisiolégicas uti-
lizadqs deberf&n tener el mismo punto de congelamiento que =
el semen.

b} pH.- Debe ser favorable para la conservacién de la
vitalidad espermitica.

c) PODER TAMPON.- Las substancias tampbdn deben proteww
ger el esperma contra las variaciones del pH. Lasﬁaubsfan--
clias tampén tienen péca importancia en los espermas de baja
concentracibn como el del verraco; en cambio, tienefi mucha
ilmportancia para los espermas de morrueéo y toro, pues debi
do a.su alta concentracidn de espermatozooldes, presentan -
una glucolisis intensa.

d) El diluyente debe tener cationes y anicnes carentes
de toxicidad.
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Es conveniente que el medio de dilucibn sea de fhcil -

preparaciédn y que su precio no sea muy elevado.

Como el esperma es un producto muy sénsible a la aCe~w-
cibn de diferentes factores exteriores, deber8 ser recogido
con el miximo cuidado teniendo en cuenta:

1) No utilizar nada mhs que recipientes o utensilios -
esterilizados,

2) Evitar los "choques" térmicos producidos por tempe-
raturas demasiado elevadas o muy bajas.

3) Impedir el contacto con el agua o diferentes subsS--
tancias quimicas.

~4) Guardar el semen al abrigo de la accibdn directa de

la luz o del aire libre.

La contrastaci®n espermética deber8 realizarse lo mis
répido posible después de la recoleccidn y la dilucibdn se -

llevar8 a cabo sin demorae.

La dilucibén del erperma del cerdo presenta los mismos
proBlemas de aspecto bioldgico que se consideran para el se
men del garafibn., Lo mismo que en el eyaculado equino, hay =
que partir de que el mayor peligro de la supervivencia "in-
vitro™ de los espermatozooides lo constituyen las secrecio-
nes glandulares paragenitales, que en mayor proporcién inte

gran el volumen total del eyaculado., En todo caso, a las --
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seis horas de conservacibn "in-vitro™ de los zocospermas - -
pierden la actividad motora cuando se encuentran disueltos

en el eyaculado total, mientras que cuando aquel se elimina
por centrifugacibn o colado, la supervivencia se prolonga -

por muchas horas.

En definitiva, los métodos de dilucibn del erperma sui
no los podemos dividir en varios grupos haciendo constar --
gque: on la mayor parte de los casos, lo que se pretende es
aumentar el volumen del eyaculado, ya gue la supervivencia
"in-vitro" a largo plazo de los espermatozooides se consi--
gue en el verraco con gran dificultad m&s all& de las 350 -

horas,
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MENSTRUOS A BASE Do SOLUCIONES GLUCOSA-SULFATO-TAMPONI

ZADAS

Constituye un método primitivo y con &xito. Se basa en
proporcionar a los zoospermas material energético de una --
parte y tamponizacibén de la accibn protectora de los sulfa-

tos.

Existen dos metodologfas a tal respecto, la Italiana y
la Rusa, que en general son muy parecidas entre sfi, ya que
en ambas fbrmulas lo que se persigue es buscar un equili—--
brio entre el Na,Ca y Mg., por otra parte, la incorporacién
de S en forma de sulfatos, a fin de proteqer los zoospermas
constituye algo esencial que realmente significa la mayor -

parte del éxito de dichos menstruos.

Estos menstruos de diluyoconservacibn del esperma no -
consigue conservar la vitalidad del esperma y su capacidad
fecundante arriba de 48 horas. Este método es f&cil de pre-

parar, de bajo costo y total garantfa de esterilidad (8).

En 1957 Van Demarek y Shorma investigadores de la Uni-
versidad de Illinois, pudieron demostrar la posibilidad de
conservacidn "in-vitro" del esperma de toro en una atmésfe-

ra de C02.
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También lograron preservar el semen del verraco a la -
temperatura del laboratorio. La preparacibdn del menstruo lo
dieron a conocer con el nombre de I.V.T,.,, siglas que corres

ponden a las iniciales Illinois Variable Temperature,

Esta es la fbérmula: Citrato de Sodio 20.0 grs., bicar-
bonato de sodio 2.1 grs., cloruro de potasio 0.4 grs., glu-
cosa Q.T. 3.0 grs., sulfamida 3,0 grs., disuelta por calen-
tamiento. Todas estas substancias se.disuelven en un litro

de agua destilada en un frasco aforado.

Esta solucibn fue luego enfriada a la temperatura del
laboratorio y saturada de CO2 dejando obrar el gas durante
- 10 minutos o hasta que el pH sea reducido a 6.35. Después
de la saturacién con CO2 afiadieron 1000 U.I. de penicilina
y 1000 microgramos de sulfato de dihidroestreptomicina por
ml., de agua destilada con una solucibdn de yema de huevo co

rrespondiente al 10% del diluyente,

Partiendo de estas originales experiencias de tén alen
tadores resultados, Du Mesnil, Du Buisson y R. Jondet expe-—
rimentaron a gran escala, en el Centro Nacional de Investi-
gaciones Zootécnicas de Jony, en Jasos Francia, los efectos

que determinaba el CO, en el esperma del verraco.

En 1958 Du Mesnil, Du Buisson y Dauzier, lanzaron al -
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mundo cientffico el resultado de sus experiencias consisten
tes en el "Mantenimiento del poder fecundante del esperma -
del verraco en presencia de gas carbbnico™ y "=l mejoramieﬂ
to de las técnicas de conservacibn del semen del verraco --
por. dilucibédn a saturacibn del anhfdrido carbdnico en el me-
dio de.conservacién y condiciones de su utilizacibn pricti-

Ca“.

Los resultados obtenidos por sus métodos a través de -
- 6,059 inseminaciones artificiales dan un porcentaje de fe

cundalidad de 52.17.

Los resultados de las investigaciones continuadas por
Du Mesnil, Du Buisson y colaboradores, han sido cada vez --
m&s satisfactorios; as{ lo revelan en su trabajo presentado
al Congreso de Patologfa de la Reproduccibn e Inseminacién
Artificial, celebrado en Italia en 1964, En &1 sefalaron -~
también la "Importancia de un método de conservacibn para -
el esperma del verraco capaz de mantener el poder fecundan-
te de un porcentaje de 50 a 72% después de tres a seis dias

de conservacibn (1).

Polge, pionero investigador en el campo del semen del
verraco a =79 QC. ha tratado de dilucidar este complejo pro
blema, dicho autor ha confirmado un 25% de espermatozooides

mbviles después del calentamiento, por lo que el semen en -



28.

estas condiciones est8 muy lejos de ser satisfactorio para

continuar estudios con su aplicacibn en la inseminacién ar

tificlial.

Para la congelacibn del esperma del verraco, Polge re
comienda el siguiente método: Dilucién del esperma a par--
tes iguales con una solucibdn de élucosa al 20%, la que ge-
neralmente lleva un 25% de yema de huevo. A continuacibn -
se comienza a refrigerar la muestra resultante, hasta lle-
gar a la temperatura de 15 9C, a 10 9C,, luego se vuelve a
diluir con una solucibn de glicerina de modo que la concen

tracibdn total de la misma quede establecida en un 8 a 10%.

La técnica a tal efecto es la misma que se sigue para
el espérma de toro. En todo caso los resultados no pueden
considerarse como ideales, Por lo que respecta a la conge-
lacibén del esperma del verraco, debe considerarse hoy dia
como un método en estudio, ya que quedan por resolver mu-—
chos aspectos en lo que se refiere a la obtencién de un -~
porcentaje adecuado de formas zoospérmicas vivas y fecundan

tes después de la congelacibn (8).



MATSRIALES Y METODOS

El desarrollo de este experimento se llevd a cabo en =
el Campo Experimental de la Facultad de Agronomfa de la U,
A.N.L., Yy en el Laboratorio de Quimica y Bromatologfa de 1la

misma.

E1l presente trabajo se desarrolld entre los meses de -

mayo de 1972 a marzo de 1973,

MATERIALLSS USADOS.

Para el desarrollo de este experimento se usaron diver

sos materiales entre los que podemos cltar los siguientes:

1.- Para la extraccidn de semen se utilizaron dos ve=-
rracos adultos, una vagina artificial para verracos y cer-—-—

das en celo.

2.- Para la preparacidn, regularizacidn del pH y este-
rilizacibn de los diluyentes, se utilizaron las siguientes
substancias y material de laboratorio.

a) Agua destilada

b) Jugo de papaya

c) Jugo de melbn

d) Jugo de sandfa
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e) Jugo de cafa de azlcar
f) Miel de mafz
g) Miel de abeja

h) Citrato de Na. y &cido citrico.

METCDOS.

Todos 1los diluyentes fueron regulados a un pH. de 7,3 -
ya que a las pocas horas de conservacidén "in-vitro" el pHe -
se acidifica debido al metabolismo de los zoospermas (Polge
en 1956). La preparacibdn de &stos fue de la siguiente mane--
razs
Diluyente No. 1.- =2XTRACTO Dz SANDIA
100 ¢c.c. Agua destilada
350 c.c. Extracto de Sandia pH. 6.2.

50 ge. Citrato de Scdio.
Diluyente No. 2.—- EXTRACTO D. PAPAYA
200 c.c. Agua destilada.
350 c.c. Extracto de Papaya pH. 4.5.
160 g Citrato de 35odio.
Diluyente No. 3.- 2XTRACTO D2 MELON
100 c.C. Agua Destilada.
350 c.c. Extracto de Meld4n pH. 6.9.
100 g. Citrato de Sodio.
Diluyente No. 4.- MIEL DE COLMENA AL 20%.

280 c.c. Agua destilada.



70 cec. Miel de Colmena.

55 gr. Citrato de 3sodio.

Diluyente No. 5.~ MIZL DG MAIZ AL 20%

280 c.c. Agua destilada.
70 c.c. Miel de Maiz.
13 g. Citrato de sSodio.
0.01 é. Acido Citrico.
Diluyente No., 6.— JUGO DE CANA.
450 c.c. Jugo de Cafa p.H. 5.7
10 go Citrato de Sodio.
Diluyente No. 7.- GLICOCQOLA (Polge
70 c.c. Agua Destilada.
2 g. Glicoéola.

15 c.ce Citrato de Sodio al 3%.

1956).
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Todos estos diluyentes después de preparados se esteri

lizaron en la autoclave y posteriormente se conservaron en

2l refrigerador a una temperatura de 5 °C,

Ya que todos los diluyentes estuvieron listos para su

uso, se hicieron cuatro extracciones de semen después de ha

ber adiestrado a los sementales para acostumbrarlos a las -

manipulaciones y al trato con gente extrafa.

Las extraccio-

nes se hicieron todas con la vagina para verracos y utili--

zando cerdas en celo, ya que el uso del maniquf de monta —--

fue infructuoso.
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£l 23 de febrero de 1973 se extrajeron 230 c.c, de se-
men que se conservd durante cuatro horas a una temperatura
de 37 9C., posteriormente se filtrd la fraccibdn gelatifor--
me, se procesd y se hicieron las siguientes diluciones con
concentraciones de 1:5 (Polge Rowson 1956),

Dilucién I,

3.5 c.c. Diluyente No. 1
1.5 CceCe Yema de huevo
1.0 c.c. Semen

Dilucibn 1II.

7 Cc.ca Diluyente No. 2
3 c.c. Yema de huevo
2 C.C. Semen

Dilucibdn III,

3¢5 c.c. Diluyente No. 3
1.5 c.c. Yema de huevo
1.0 ¢c.ce Semen

Dilucibdn 1IV.

7 c.c., Diluyente No. 4
3 c.c. Yema de huevo

2 C.Ce Semen

El 9 de marzo de 1973 se extrajeron 115 c.c. de semen,
el cual se filtrd y procesbd a la media hora de extraldo, y

se mantuvo a una temperatura promedio de 32 aC,

La concentracibn que se le did a las diluciones que se
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hicieron con esta eyaculacibn fue de 1:5 como las anteriQe_-

res, y los diluyentes procesados son los siguientes:

Dilucibn Wi

5 c.Ce Diluyente No. 5
5 c.c. Yema de huevo
2 C.C, Semen

Dilucibn VI.

7 ceCoe Diluyente No. 6
3 c.c. Yema de huevo
2 C.C. Semen

Dilucibn VII.

7 c.co Diluyente No. 7
3 c.c. Yema de huevo

2 C.Coe Semen

El 10 de marzo de 1973 se extrajeron 195 c.c. de semen,
los mismos que fueron filtrados y procesados en concentracio

nes de 1:10 con los sigulentes diluyentes:

Diluciédn VIII,

10 c.c. Diluyente No. 6

10 c.c. Citrato de S5odio al 3%

Total = 20 c.c. Diluyente No. 6/ Citrato al 3%
5 ce.ce Diluyente No. 6/ Citrato al 3%

5 c.c. Yema de huevo

1l c.c. Semen

Dilucidn IX,




10 c.ce.
15 c.c.
Total =
5 cC.C,
5 &Lt
1 c.c.

Dilucibn X,

10 c.c.
15 c.c.

Total =

Diluyente No. 1

Citrato de 30dio al 3%

25 c.Ce Diluyente No. 1/ Citrato al 3%
Diluyente No. 1/ Citrato al 3%

Yema de huevo

semen

Diluyente No. 3
Diluyente No. 7

25 c.C. Diluyente No. 3/ Diluyente No.

5 c.c, Diluyente No. 3/ Diluyente No., 7

5 CeCea

1 C.eCe

Yema de huevo

Semen

7
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A todas las diluciones que se procesaron en este expe-

rimento se les agregaron antibidbticos a razén de 240 MJey, =

de penicilina y 400 mg. de estreptomicina (Du Mesnil, Du --

Buisson y Dauzier 1956).

Inmediatamente después de terminadas cada una de las -

diluciones se pusieron los tubos de ensaye en que se coloca

ron;en otros m&s grandes y &stos previamente tapados y eti-

quetados se colocaron en vasos de precipitado con un poco -

de agua para que las diluciones se enfriaran poco a poco Yy

posteriormente se colocaron en el refrigerador a una tempe-

ratura de 5 9C. (Salisbury, Fuller y Willett 1950), para =-

después observar a las 24 horas.
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A todas las eyaculaciones se les hizo examen microscéd-
pico previo a las diluciones, el cual en promedlo es como -
sigue:

a) DENSIDAD:- 353 Millones/cm.3

b) MOVILIDAD:- Indolente e intermedia de avance répido y --

centellante.

c) PORCENTAJE DE VIVOS Y MUERTOS:~ Aproximadamente el 91% -

de vivos.

d) MORFOLOGIA:- No se encontraron células en un porcentaje

significativo con morfolog{a anormal.

ESTUDIO DEL EYACULADO:

a) VOLUMEN:~- De 50 Cce«Ce a 230 c.Ce.
b) COLOR - Blanco
c) OLCR t— Sui-generis

d) pH. :— De 7.0 a 7.5



RESULTADOS

Lo que podemos considerar més importante en cualquier
trabajo de investigacibn o experimentacidn son precisamente

los resultados obtenidos. A continuacibn se describen los

resultados del presente trabajoe.

Las dilucicnes 1, II, III, IV, V, VI y X, se checaron
inmediatamente después de procesarse, manteniéndose a una -
temperatura de 37 2C,, encontréndose al ver las muestras en
el microscopio, espermatozooides sin movimiento de avance,
solamente ondulante y en una minima parte se encontraron cé

lulas con movimiento de avance lento.

Al observar de nuevo estas diluciones a las 24 horas -
se encontraron todas las células muertas, después de haber-

se conservado durante este lapso a una temperatura de 5 QC,

La dilucidn VII.- También se checd después de preparar
se y se observd una motilidad intermedia de avance rfpido y
centellante, se conservd asf{ a la temperatura del laborato-
rio durante dos horas y se checd de nuevo en el microscopio

observindose la misma motilidad.

A las 24 horas de conservada la muestra a una tempera-

tura de 5 @C.,, seguia con motilidad y se procedib a hacer -
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tinciones para verificar el porcentaje de vivos y muertos,

encontrindose el 75% de células vivas y el 25% de células -

muertas.

Después de 48 horas de conservarse a 5 2C. seguia con
una motilidad reqular de avance, al hacer de nuevo las tin-

cicnes se encontré un 45% de células vivas y un 55% de célu

las muertas.

A las 72 horas se observd una movilidad m&s lenta pero
todavia de avance, y al hacer tinciones se encontrd el 37%

de células vivas y el 63% de células muertas.

Se siguid conservando a los 5 @C. y a las 96 horas de
preparada la dilucibn, se observd muy poca movilidad de a--
vance, encontr&ndose en la mayor parte un movimiento ondu--
lante, al hacer tinciones, solamente se observd el 26% de -
células vivas y el 74% de células muertas, también se obser

vb que el pH. habia descendido de 7.3 a 6.5.

La dilucibdn VIII.- Se checd inmediatamente después de
preparada, observindose al microscopioc un movimiento inter-
medio, rectilineo y de avance, adem&s en alounas células se
observd un movimiento de avance en zig-zag, y también se ob

servaron células con movimiento latente.

A las dos horas de preparada la dilucibn y conservada
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a la temperatur~ del laboratorio, seguia con buena motili--

dad de avance rectilfneo y en zig-zag.

Después de 24 horas de preparada y conservada a 5 eC,
se observd la mayorfa de las células muertas y solo unas po

cas con movimiento latente, por lo cual no se hicieron tin-

ciones.

La dilucibén IX.- Después de preparada mostraba un movi
miento bastante bueno, rectilineo de avance y en zig-zag.
Se siguib conservando también a la temperatura del laborato
rio durante dos horas, se observd al checarse al microsco--

pio que sequfa con buen movimiento rectilineo, de avance y

también en zig-zag.

A las 24 horas de preparada y conservada a 5 9C. se en
contrd el 50% de células vivas, pero con movimiento latente

y no de avance, y el 50% de células muertas.



DISCUSION

Como se hace ver en la seccibén de resultados y en la -
figura dada anteriormente, se observd que la dilucibn VII -
preparada a base del diluyente No. 7 (Glicocola-yema) reco-
mendada por Polge en 1956, tuvo una notoria diferencia com-
parada con las demls diluciones, pues &sta logrd conservar

el semen hasta 96 horas a una temperatura de 5 eC,

Aunque lograndose un porcentaje muy bajo de células vi

vas (26%).

La dilucibdn IX., Fue la que tuvo mejor motilidad y avan
ce, asi como el mejor aspecto en el microscopio al momento
de la dilucibdn, después de la VII, pero después de conserva
da 24 horas a 5 9C. se observé que su motilidad se redujo a
un movimiento lento y latente, debido posiblemente a que 1la
temperatura a que fue conservada no era la adecuada, ya que

se estima que deberia haber sido més alta.,

En la dilucibén VIII. Se observ8 también una buena moti
lidad, aunque no presentaba al mismo aspecto al microscopio
como la dilucibdn IX, pero después de 24 horas de conserva--

cibn a 5 9C. se encontrd la mayorfia de las células muertas.

én las diluciones 1, II, III, IV, V, VI, v X, NnO moS=--
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traron ninguna respuesta a los diluyentes, pues en el momen
to de la dilucibn se observaron células con movimiento muy

lento, otros con movimientos ondulantes y la mayorfa de = -
ellas aparecieron muertas. A pesar de que en la dilucibn X,
el semen se diluyd en proporcibn de 1:10 y que se mezclaron
dos diluyentes para llevar a cabo esta dilucibdn, no se noté

ninguna diferencia entre las demfs diluciones probadas.

Lo anterior se hace notar porque las diluciones VII y
IX también fueron diferentes a las dem&s en cuanto a la con
centracibédn del esperma que también fue de 1:10, solo que en
estas diluciones se utilizd citrato de sodio al 3%, y no se
usaron mezclas de dos o m&s diluyentes. Quiz& esto fue fac-
tor determinante para conservar el semen vivo durante 24 ho

IL'aSe



CONCLUSIONES Y RECOMuNDACIONES

De todos los resultados obtenidos en el experimento, -

puede concluirse y recomendarse lo siguiente:

1.- Tomando en cuenta el tiempo que se logrb conservar
el semen, podemos concluir que la dilucién VII hecha a base
de glicocola y citrato de sodio, fue la que conservd mis —-

tiempo vivo el semen (96 horas) a 5 QC., (26% de células vi-

vas).

2.~ Se concluye que las diluciones I, II, III, IV, V,
VI vy X no tuvieron diferencias significativas al momento de
hacer la dilucibdn, como tampoco a las 24 horas de conservar

se a 5 eC,

3.- Se concluye también que las diluciones VII y IX no
tuvieron diferencias significativas al momento de la dilu--
cidn, ni a las dos horas de conservarse a la temperatura --
del laboratorio. Pero si se encontrd gran diferencia a las

24 horas de conservadas a 5 QC.

4.~ Respecto a la preparacibén de los diluyentes, se ha
ce notar que los preparados a base de miel de mafz, miel de
abeja, y glicocola, fueron los més sencillos de preparar, -

ya que los restantes necesitaron varias filtraciones para -
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poder sacar un extracto limpio.

5.~ Se recomienda repetir el experimento con las dilu-—
ciones VvII, VIII y IX probando distintas concentraciones de

semen y otras temperaturas de conservacidn,

6.— Se recomienda también hacer mezclas de diluyentes
con diluyentes; y diluyentes con citrato de sodio al 3%, --
probando también nuevas concentraciones y diferentes tempe-

raturas,

7«= Al llevar a cabo las recomendaciones de los puntos

5 y 6 se recomienda utilizar los pH. entre 7.0 y 7.6.



R ESUMEN

Con este experimento se pretendld encontrar un diluyen
te adecuado para la conservacibn del esperma de verraco, ha
ciendo uso de mieles y extractos de frutas con alto conteni

do de azficares o fructosas.

Este trabajo fue desarrollado en el Campo Experimental
de la U.A.N.L. y en el Laboratorio de Quimica y Bromatolo--

g{a de la misma.

" Los diluyentes fueron hechos a base de extractos de —--
frutas perfectamente filtradas y esterilizadas y de miel de

abeja y de maiz al 20% m&s yema de huevo y citrato de sodio.

Los primeros diluyentes se prepararon el 26 de mayo de
1972, proceaiéndose a filtrar y esterilizar perfectamente -
afiadiendo antibibdticos para preservarlos y después regular-
los a un pH. de.7.3 y guardarlos en el refrigera&or a una =

temperatura de 5 C,
Se hicleron tres extracciones de semen con la vagina -
artificial para verracos, las cuales se procesaron con dis-

tintos diluyentes cada una.

Todas las diluciones preparadas se observaron al mie.- .



44,

croscopio inmediatamente después de preparados y se volvie-

ron a checar a las 24 horas después de con:=rvarse a 5 oC,

La dilucibn VII se checbd a las 24, 48, 72 y 96 horas =
respectivamente, haciéndose tinciones para determinar el --

porcentaje de vivas y muertas.

A las tres extracciones se les hizo un estudio fisico
del eyaculado para determinar: a) Densidad, b) Movilidad, -
c) Porcentaje de vivas y muertas, d) Morfologfa, e) Volumen,

f) Color, g) Olor, y h) pH.
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