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RESUMEN

El presente estudio se lievo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologias Reproductivas de
la Universidad Nacional de Huancavelica. El objetivo del presente estudio fue determinar
el efecto de dos dilutores sobre la criopreservacion de semen de verraco, para la
realizacion del trabajo se utilizaron los eyaculados de dos verracos de raza mejorada, el
semen de los verracos fue obtenido previo adiestramiento en un potro, la frecuencia de
coleccion fue dos veces por semana en horas de la mafiana. Las muestras obtenidas
_ fueron lievadas al laboratorio para evaluar sus caracteristicas microscopicas y determinar
si era apto para su congelacion y diluir en BTS y TRIS para la congelacion. Dichas
muestras se agruparon aleatoriamente en dos tratamientos (T0: SEMEN FRESCO, T1:
BTS, T2: TRIS) de 20 repeticiones respectivamente. Las pajillas de 0.25 ml fueron
evaluadas a los 4 dias posteriores a su congelacion, fue descongelado en bafio maria a
una temperatura de 37°C durante 30 segundos. Los valores obtenidos de la variable
motilidad masal y espermatozoides vivos fueron evaluados por medio de un anélisis de
varianza utilizando a una p<0.05 y las diferencias entre medias mediante la prueba de
Tukey. Los resultados indican que se obtuvo un porcentaje de motilidad masal de semen
en fresco de 83.40% (9 meses) y 81.05% (36 meses), y una relacién de espermatozoides
vivos de 82.10 % (9 meses) y 80.35 % (36 meses). El resultado para la variable motifidad
masal al post descongelamiento, el mejor porcentaje se obtuvo con el dilutor BTS
presentando un 45.15% (9 meses) y 43.91% (36 meses) de motilidad masal, porcentajes
que son superiores al dilutor TRIS que se obtuvo 37.95% (9 meses) y 35.97% (36 meses)
de mofilidad masal, existiendo diferencia estadistica significativa (p<0.05). Para el
resultado de la variable espermatozoides vivos al post descongelado, se obtuvo con el
dilutor BTS presentando un 48.65% (9 meses) y 46.95% (36 meses), resultados que son
superiores al dilutor TRIS que se obtuvo 45.10% (9 meses) y 43.99% (36 meses) de
espermatozoides vivos con diferencia estadistica significativa (p<0.05). Finalmente se
llegd a la conclusion con los resultados obtenidos en la investigacion indicaron que hubo
mejor motilidad masal y espermatozoides vivos post descongelamiento con el dilutor BTS
en comparacion con el TRIS.

Palabras clave: Diluyente, semen, verraco, congelacion, criopreservacion
espermatozoides.
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SUMMARY

The present study was carried out in the Laboratory of Reproductive Biotechnologies of the
National University of Huancavelica. The objective of the present study was to determine
the effect of two dilutores on the criopreservacion of hog semen, for the realization of the
work those were used ejaculated of two hogs of improved race, the semen of the hogs was
obtained previous training in a pony, the collection frequency was twice per week in hours
of the morning. The obtained samples were taken to the laboratory to evaluate their
microscopic characteristics and to determine if it was capable for their freezing and to
dilute in BTS and TRIS for the freezing. This samples grouped aleatorily in two treatments
(TO: FRESH SEMEN, T1: BTS, T2: TRIS) of 20 repetitions respectively. The pajillas of 0.25
ml was evaluated to the 4 later days to their freezing, it was defrosted in bathroom maria to
a temperature of 37°C during 30 seconds. The obtained values of the variable motility
masal and alive sperms were evaluated by means of a variance analysis using to a p<0.05
and the differences among stockings by means of the test of Tukey. The results indicate
that a percentage of motility masal of semen was obtained in fresh of 83.40% (9 months)
and 81.05% (36 months), and a relationship of alive sperms of 82.10% (9 months) and
80.35% (36 months). The result for the variable motility masal to the one post
descongelamiento, the best percentage was obtained with the dilutor BTS presenting
45.15% (9 months) and 43.91% (36 months) of motility masal, percentages that are
superior to the dilutor TRIS that 37.95% was obtained (9 months) and 35.97% (36 months)
of motility masal, existing difference significant statistic (p<0.05). For the result of the
variable alive sperms to the one post having defrosted, it was obtained with the dilutor BTS
presenting 48.65% (9 months) and 46.95% (36 months), results that they are superior to
the dilutor TRIS that 45.10% was obtained (9 months) and 43.99% (36 months) of alive
sperms with difference significant statistic (p<0.05). Finally you reached the conclusion
with the results obtained in the investigation they indicated that there were better motility
masal and alive sperms post descongelamiento with the dilutor BTS in comparison with the
TRIS.

Words key: Diluter, semen, hog, freezing, criopreservacion sperms.
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INTRODUCCION

En produccién animal, los cerdos constituyen una de las especies mas importantes en la
economia pecuaria de la mayor parte de los paises desarroliados del mundo. Para
poder equilibrar las necesidades del consumo de carne es necesario dedicarse cada vez
mas a la produccion de aquellos animales que garanticen una produccion mas rapida y
que sus productos puedan comercializarse en proporciones industriales para la
alimentacion humana (Saez, 1988).

La criopreservacion espermatica es una técnica que se ha desarrollado, sobre
todo, para satisfacer dos necesidades fundamentales. En primer lugar, la conservacion
del material genético valioso por tiempo indefinido, aplicacién con la que contribuye de
manera importante a la conservacion de razas o especies animales en peligro de
extincion. En segundo lugar, el desarrollo de la inseminacion artificial (IA), lo que
representa, quizés, su aplicacién por excelencia, y en la que se utiliza como un
instrumento de mejora genética (Cordova et al., 2000).

La congelacion del semen de verraco, es un procedimiento que permite
conservar a los espermatozoides por tiempo indefinido, transportar a largas distancias y
de esta forma poder logar un mejoramiento genético de la porcinocultura, en lugares
lejanos, sin tener la necesidad de transportar a los sementales. Por ofra parte podria ser
més barato adquirir el semen congelado, que un macho reproductor de calidad genética
comprobada debido al costo que implica a su mantenimiento (Brackett et al.,, 1988),

En ese sentido la presente investigacion como objetivo tiene evaluar el efecto

de dos dilutores sobre |a viabilidad espermatica en semen congelado de verraco.

Los autores.



CAPITULO |
PROBLEMA

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La crianza de porcinos en el Pert, ha llevado a la evolucion de su crianza, pasando
de formas de produccién doméstica hacia formas de produccion més intensivas,
desarrollandose un mejoramiento genético en razas especializadas para came, en |a
region de Huancavelica es considerado como una actividad complementaria,
esperando obtener algunos beneficios de esta explotacion y asi elevar el nivel de vida
de las personas de bajos recursos economicos, quienes no lo realizan con la
seriedad que demanda la crianza de este animal, normaimente se fiene razas
risticas y autoctonas, con un limitado poder de transformacion, bajos indices
reproductivos, no habiendo animales de calidad genética y no aplicandose la
inseminacion artificial en esta especie, claro esto involucra invertir tiempo y
especialmente dinero por parte del criador huancavelicano, obteniendo como
resultado un comportamiento productivo ineficiente.

En la actualidad los estudios realizados sobre manejo reproductivo en porcinbs,
siguen desarrollandose para mejorar la crianza y de este modo la produccion; debido
a problemas reproductivos, enfermedades y manejo. Por lo tanto, es imprescindible
mejorar [as técnicas de conservacion de los espermatozoides del cerdo, en cuanto a
métodos de congelamiento de éstos, donde el medio es el diluyente que juega un
papel muy importante en el congelamiento y recuperacion de espermatozoides y en

su capacidad fecundante post-descongelamiento.

La precaria situacion econdémica de los criadores de porcinos imposibilita la

adquisicion de reproductores, pudiende quedar la inseminacion artificial con semen

S



diluido congelado como una alternativa de solucion. No obstante, se tiene que
considerar que los resultados de fertilidad del semen diluido y congelado, dependen
de las caracteristicas originales del semen fresco y de los dilutores, para
conservacion a largo plazo del semen es economicamente importante y altamente
deseable para mantener y conservar germoplasma, preservar la diversidad genética y

mejorar la eficiencia reproductiva.

Por todo lo planteado anteriormente y revisadas las bibliografias y al no encontrar
datos referentes al uso de dilutores y la criopreservacion de semen de verraco, a una
altura de 3700 m.s.n.m.; bajo estas consideraciones dentro de la politica de la

investigacion se presenta la siguiente interrogante como problema de investigacion.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

1.3

1.4

¢ Cudl es el efecto de dos dilutores sobre la criopreservacién de semen de verraco?

OBJETIVO
1.3.1 Objetivo General
e Evaluar el efecto de dos dilutores sobre la criopreservacion de semen de
Verraco.
1.3.2 Objetivo Especificos
o Determinar la motilidad masal post descongelamiento

¢ Determinar espermatozoides vivos post descongelamiento

JUSTIFICACION

La congelacion del semen de verraco, permite preservar el mayor tiempo posible su
viabilidad y capacidad fecundante; facilitando, entre otros, el control sanitario,
optimizacién en el uso de sementales de alto valor genético, aceleracion de
programas de seleccion y mejora de razas. La conservacion a largo plazo del semen
es econdémicamente importante y altamente deseable para mantener y conservar

germoplasma, preservar la diversidad genética y mejorar la eficiencia reproductiva de
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los animales, la dilucidn del semen fresco de cerdo con dilutores permitira aumentar
el volumen del eyaculado y mantener fértiles y motiles a los espermatozoides.

La ejecucidén del presente frabajo de investigacion permitira la conservacion de
semen de verraco mediante la congelacidn, y la evaluacion post congelamiento
(motilidad espermatica y espermatozoides vivos) los cuales serviran de base para un
plan de mejoramiento genético en la crianza de los porcinos.

Aparte de las justificaciones técnicas anteriormente indicadas, desde un punto de
vista estratégico, el proyecto encaja dentro de la politica de investigacion nacional,
regional, local de instituciones involucradas con prioridad en el desarrolio del sector
pecuario, habiéndose hecho hasta la fecha esfuerzos individuales que no tienen
repercusion de importancia social, ni econémica, por lo que se hace necesaria la
presentacion del proyecto debidamente bien evaluadas y con buen soporte cientifico.
Los verracos que se vienen utilizando en la provincia de Huancavelica, son
provenientes de otras ciudades (Lima, Huancayo), con desconocido valor genético,
con diferente tipo de manejo, alimentacién y uso; los que se ven reflejados en un
menor tamafio de camada.

Los resultados obtenidos serén de gran importancia ya que serviran de apoyo a
futuras investigaciones que pretendan evaluar y/o desarrollar técnicas eficaces para
conservar el semen de verraco, asi como de base para el desarrollo de planes de
manejo y mejoramiento genético, ofreciendo una alternativa real y valiosa que

permitira el fortalecimiento genético y econdmico de los productores.

11
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CAPITULO li
MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES

Cabrera et al., (2011), evalu6 el comportamiento de los dilutores Tris-yema y Citrato-
yema en el congelamiento de semen de ovino y la integridad de la membrana
espermatica del semen congelado en pajillas. El estudio se realizé en el Banco

Nacional de Semen UNALM con seis carneros de tres razas. El semen se colectd en

vagina artificial, se diluyé con Tris -glucosa - yema de huevo de Codomiz (Tris) o .

Citrato - glucosa - yema de huevo (Citrato),se almacend en pajillas de 0.5 ml, y se
congeld en nitrdgeno liquido. El descongelamiento se realizé a 38 °C por 15
segundos. En semen refrigerado, la Motilidad Individual Progresiva (MIP) en semen
diluido con Tris fue 82.3% y con Citrato de 79.2%, y los valores dela integridad de
membrana (HOST) fueron de 78.0 + 4.4 con Tris y 73.2 + 5.8% con Cifrato. En
semen descongelado, la MIP fue de 62.0 y 56.8%, y HOST de 498 + 39y 413
3.8%para los dilutores Tris y Citrato, respectivamente, existiendo diferencias
significativas entre dilutores, carneros y momentos de procesamiento (p<0.01). Se
registraron regresiones lineales significativas (p<0.001) entre MIP del semen
refrigerado y HOST de semen descongelado con uso de ambos dilutores. Se
concluye que Tris presenta un mejor rendimiento que Citrato para la congelacion del
semen ovino y que la prueba hipo osmética permitid evidenciar diferencias entre

dilutores, carneros y momentos de procesamiento.

Carpio et al.,, (2008), evaluaron el efecto de dos métodos de congelacion sobre Ia

viabilidad espermatica de semen de verraco. Se utilizaron seis eyaculados (dos por
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macho), de tres verracos adultos de las razas Hampshire, Duroc y Landrace. Se
evalubé el volumen, motilidad y concentracién espermética de cada eyaculado.
Posteriormente, el semen fue diluido con solucion BTS (BeltsvilleThawing Solution) y
centrifugadoa 1500 rpm por 10 min para refirar el plasma. El pellet (porcién
espermatica) obtenido fue extendido con dilutor de congelacion (A y B), enfriado y
equilibrado a 5 °C por 2 horas previas a la congelacion. El semen equilibrado fue
criopreservado usando dos métodos de congelamiento: a) en pellets colocando
alicuotas de 0.25 ml de semen equilibrado en agujeros preparados en la superficie
del bloque de hielo seco manteniéndolo por 2 min y luego vertiéndolo al nitrégeno
liquido; y b) en pajillas de 0.5 ml, exponiéndolas al vapor de nitrogeno liquido a 7 cm
de alturé por 10 min (dentro de una caja de tecnopor) para luego verterlas al
nitrégeno liquido. No se encontré diferencias significativas entre la motilidad individual
y proporcién de espermatozoides vivos del semen congelado en pellets (40.1 y

48.8%) vs. pajillas (34.5 y 40.7%), respectivamente.

Poto et al.,, (1999), Compararon el método propuesto por Thilmant (A) con el utilizado
por Westendorf (B), para ser utilizado en las razas porcinas autdctonas espafiolasen
peligro de desaparicion, Chato Murciano e Ibérico, y su conservacion ex situ en
banco de germoplasma. La aplicacion del método de congelacion de semen porcino
propuesto por Thilmant (1997) (A) ha mejorado los resultados alcanzados con el
método propuesto por Westendorf (1975) (B).Considerando, a efectos de este
trabajo, la tincion vital (T.V.) y el estado del acrosoma (N.A.R.), Se han utilizado en
seis verracos pertenecientes a razas autoctonas espafiolas y un verraco cruzado. El
semen ha sido recogido en el vaso s6lo o con 100 mi de BTS, segin el método (A) de
 Thilmant (1997) o (B) de Westendorf (1975). Todos los verracos han sido sometidos a
una recoleccion por semana. Para congelacion los eyaculados que mostraron una
buena calidad en el momento de la recoleccion (mofilidad individual >3,

espermatozoides vivos >70% y Acrosoma Normal (NAR) >90%).
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Dorado M. J. (2002), Dio a conocer, la respuesta a la congelacion-descongelacion del
macho cabrio de la raza Florida, planteamos un estudio para valorar la influencia del
mes, estacion del afio y temperatura ambiental, utilizando dos diluyentes de diferente
composicion, siguiendo el mismo protocolo de refrigeracién y congelacion del
esperma en los dos machos durante un afio. Asimismo, se realizé una prueba in vivo
de la capacidad fertilizante, mediante la espermatizacién manuel (EM) de un lote de
42 cabras, sincronizadas con esponjas vaginales. Los resultados obtenidos revelan
que el macho cabrio de la raza Florida, muestra variaciones individuales en los
parametros espermaticos analizados, asi como, una ligera estacionalidad de los
mismos, pero sin llegar a comprometer la viabilidad de los eyaculados durante los 14
meses de estudio. El proceso de congelacidn-descongelacion, afectd
fundamentalmente a los parametros de movimiento e integridad de acrosoma,
apreciandose ademas variaciones entre individuos. Por otro lado, el diluyente influyé
sobre el grado de proteccion del acrosoma durante el proceso de congelaciéh-
descongelacion. Se determiné la gestacién, mediante exploracion ecogréfica interna
el dia 25 post-espermatizacion, con un indice de fertilidad tfotal del 47,62%,
apreciandose una ligera tendencia a existir variaciones individuales, asi como,
resultados figeramente superiores para el diluyente [acteo.

Rivera del Alamo M. (2002), determind como afectan los diferentes regimenes
luminicos sobre la calidad seminal de los verracos. Asi, para el estudio se utilizaron
un total de 30 verracos de fertilidad probada. De éstos, 14 estuvieron sometidos a un
régimen de luz natural, mientras que los 16 restantes estuvieron sometidos a un
régimen de luz artificial. En el caso del grupo de luz natural, durante la primera mitad
del estudio el fotoperiodo natural fue creciente, mientras que en la segunda mitad fue
decreciente. En el caso del grupo de luz artificial, durante la primera mitad del estudio
los animales dispusieron de un total de 9 horas diarias de luz, mientras que durante la
segunda mitad fueron un total de 16 horas diarias. Para evaluar la calidad seminal se
determinaron los porcentajes de viabilidad, anomalias morfolégicas y ORT, ritmo de
produccion de L-lactato y motilidad. Dichos analisis se realizaron con el semen fresco

diluido y con el semen conservado durante 72 horas a 16°C, pudiéndose evaluar
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también el efecto del fotoperiodo sobre la capacidad de conservacion del semen. En
el analisis de los resultados apenas se observaron diferencias significativas entre los
diferentes regimenes luminicos. El Unico paradmetro que conservé diferencias

significativas.

Peinado et al., (1998), realizaron una serie de estudios preliminares sobre las
posibilidades de crioconservacion de los eyaculados de verracos de la raza porcina
autéctona Chato Murciano, que en la actualidad se encuentra en peligro de extincion.
A partir de los eyaculados, obtenidos con frecuencia semanales, las dosis seminales
fueron sometidas a congelacion (Westendorf et al., 1975), envasadas en
maxipajuelas de 5 ml y posteriormente almacenadas en nitrégeno liquido. La
evaluacion de las muestras se realizd tras la descongelacion de las mismas,
analizandose los siguientes parametros; motilidad y calidad de movimiento, integridad
estructural de membrana (tincién eosina/nigrosina), estado del acrosoma e integridad
funcional de membrana (test diacetato de carboxifluoresceina). Los resultados
obtenidos muestran que se deben seguir haciendo estudios para intentar mejorar la
calidad del semen congelado descongelado para que esta técnica pueda ser utilizada
como una herramienta util en los planes de recuperacion y de conservacion de

especies y razas.

2.2 BASES TEORICAS

2.2.1 MANEJO REPRODUCTIVO DEL VERRACO

A. Ciclo sexual de verraco

La pubertad sefiala el momento en la vida de un animal, en el que se alcanza
la capacidad reproductiva. El macho llega a la pubertad cuando empieza a
producir andrégenos y espermatozoides, y sus érganos reproductivos han
madurado de tal suerte que el pene esta libre de su vaina y permite la cépula
con la hembra para prefiarla (Sorensen, 1991).

Los verracos alcanzan la pubertad mas o menos a los 125 dias de edad
(Hafez, 1993).
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Las primeras eyaculaciones ocurren entre los 5 a 8 meses de edad. El
nimero de espermatozoides y el volumen de semen continlian aumentando
durante los primeros 18 meses de vida (Anderson, 1999).

En el momento de alcanzar la pubertad la fertilidad del verraco es baja pero
aumenta considerablemente en los meses siguientes, el maximo de fertilidad
parece alcanzarse a los 2,5 afios de edad, aunque la fertilidad del verraco al
afio de edad es suficiente para permitir cruzamientos regulares (Camacho,
2000).

. Produccién espermatica

El esperma es el resultante en el momento de la eyaculacién de una mezcla
de espermatozoides, provenientes del epididimo, con el plasma seminal.

La palabra esperma es sinénimo de eyaculado y, en tal caso el eyaculado es
una suspension celular semigelatinosa resultante de la mezcla de la
secrecidn testicular con las secreciones correspondientes a las glandulas
paragenitales o anexas al aparato genital masculino en ef momento de la
eyaculacion.

El eyaculado del verraco se caracteriza por su volumen, alta proporcion de
material gelatinoso y prolongado periodo de eyaculacion, siendo
heterogéneo, tanto por la composicion del plasma como por su contenido en
las células esperméticas.

La cantidad total de espermatozoides en el eyaculado del verraco es de
15.000 — 50.000 millones (Rivera, 1997).

Espermatozoides, semen y plasma seminal

El mecanismo encargado de la formacion, almacenamiento y posterior
expulsion de los espermatozoides se denomina espermatogénesis. Es la
suma de las divisiones mitéticas y meidticas de céluias espermaticas
precursoras que ocurren dentro del tlbulo seminifero del parénquima
testicular (Mufioz y Paucar, 2005).

Los espermatozoides (gametos maséulinos) se forman en los testiculos a

partir de las células germinativas primitivas, las espermatogonias a partir de
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los periodos de multiplicacion, crecimiento y maduracion; el periodo de
multiplicacion se inicia ya durante el desarrolio embrionario, no teniendo lugar
la maduracién espermatica hasta que el macho no alcanza la pubertad
(Pérez, 1990).

El periodo de espermatogénesis dura 34 dias y una vez formado el
espermatozoide y liberado en el tubulo seminifero, inicia el recorrido del
epididimo, proceso que le toma aproximadamente ofros 10 dias y durante el
cual sufre una serie de cambios en su maduracion que le confieren su
capacidad fecundante (Martinez, 2006).

Los espermatozoides maduros son células alargadas que constan de una
cabeza aplanada portadora del nicleo y una cola que contiene el aparato
necesario para la motilidad celular. La célula espermatica esta cubierta en su
totalidad por el plasmalema o membrana plasmaética. El acrosoma o casquete
acrosémico, es una estructura de doble pared situada en la porcidn anterior
del nlcleo, en su interior se hallan almacenadas diversas enzimas hidrolitica,
y proteinas cruciales para la interaccidn con el ovocito durante la
fecundacion. Un cuello que presenta el centrosoma y las mitocondrias, une la
cabeza con la cola, la cual a su vez se subdivide en tres segmentos: media,
principal y caudal o terminal, que miden de 40 — 50 micrones de largo,
constituye la parte mas fragil del espermatozoide.

El espermatozoide, para poder ser fecundante tiene que: 1) poseer una
6ptima movilidad que le permita penetrar el canal cervical, 2) ascender a las
partes altas del tracto reproductivo femenino, 3) sufrir la capacitacion y la
reaccion acrosémica, 4) atravesar la zona pellcida del ovocito y 5) sufrir la
recondensacion nuclear (Rague, 1999).

Los espermatozoides junto con las secreciones de las vesiculas seminales,
prostata y glandulas bulbouretrales constituyen el semen. La porcién liquida
de dicha suspension que se forma durante la eyaculacién se llama plasma
seminal (Hafez, 1993).
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El semen puro inafterado normalmente aparece como un fluido ligeramente
amarillento blanquecino, lechoso con aspecto cremoso cuya consistencia
depende del numero de espermatozoides, células degeneradas, granulos
lipoideos, corpusculos hialinos y concreciones (Hermann, 1994).

Las propiedades fisicas del semen incluyen, color, volumen, densidad,
concentracién, viscosidad, pH, presion osmética, conductividad electrica,
capacidad de taponamiento. El plasma seminal es para los espermatozoides
una fuente de metabolitos y un vehiculo. Su origen, su composicion, sus
caracteristicas y el control de su produccion son complejas y reflejan la
actividad de las glandulas anexas (Rivera, 1997).

El plasma seminal es esencial en la mayor parte de los procesos de
apareamiento porque sirve de fransportador y protector de espermatozoides;
contiene concentraciones altas de acido citrico, ergotioneina, fructosa,
glicerilfosforil  colina y sorbitol, también estan presentes cantidades
apreciables de acido ascorbico, aminoacidos, péptidos, proteinas, lipidos,
acidos, grasas y numerosas enzimas (Hafez, 1993).

El plasma seminal de los animales de eyaculacion de tipo uterino (porcinos y
equinos) se caracteriza por un elevado contenido electrolitico, escasa
capacidad tampdn, gran riqueza en azlcares y elevada dotacion enzimética
circunstancias que justifican el comportamiento de dicho material en cuando
a su capacidad fecundante, tiempo de conservacion in vitro, posibilidades de
dilucion (Camacho, 2000).

. Entrenamiento del verraco

El entrenamiento del verraco consiste en hacerlo montar a un maniqui o potro
y de esa manera poder hacer la colecta de semen. Cuando se inicia el
entrenamiento es recomendable utilizar un potro movil ya que los
movimientos estimulan al verraco joven, posteriormente es mas facil frabajar
con un potro fijo, el cual debe ser lo bastante cobmodo para no dafiarlo.

El potro debe de ser impregnado con olores que estimulen su libido como

orine de cerda en celo.
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Los verracos pueden ser entrenados con cierta facilidad a que monten a un
maniqui de cerda y elios eyacularan facilmente sin ufilizar las sofisticadas
vaginas artificiales (Hughes y Varley, 1984).

Se aconseja empezar el enfrenamiento de los verracos a los 5 a 6 meses de
edad, 2 a 3 veces por semana y durante 15 minutos (Caicedo y Perez, 1992).
El entrenamiento del verraco se inicia a la 26 semana de edad, realizandolo
todos los dias en sesiones de 10 a 15 minutos hasta obtener la primera
colecta. Después de la primera colecta se realizan colectas mas espaciadas,
como minimo de 4 dias.

Es importante que todo el proceso de entrenamiento sea bajo supervision del
encargado de los verracos para que no se lastimen o adquieran miedo frente
al potro. La puesta del servicio del verraco sera a partir de las 30 semanas
cuando ya se ha evaluado su calidad espermatica (Véliz y Gonzalez, 2001).
Las reacciones de los verracos ante el potro son anélogas a las que
manifiestan frente a las hembras, como son olfateos y golpes de hocico que
preceden el salto, por ello es necesario no sblo consentir estas reacciones
sino estimularlas cuando el animal se mantiene distraido (Rivera, 1997).

El enfrenamiento consiste en hacer saltar al verraco sobre un potro para
poder hacer la extraccion del semen. Para realizar el entrenamiento el potro
ha de ser facil de transportar, ligeramente mas bajo que fa altura de los ojos
del verraco por lo que debe tener medidas aproximadas de una cerda
primeriza, debiendo ser lo suficiente comodo para que el verraco no sufra
dafio y mantenga la estabilidad durante el procedimiento. El potro debe estar
impregnado de olores que estimulen la libido del animal, rociando para ello
con orina de cerda en celo o semen de ofro verraco (Kubus, 1993).

Se debe entonces acercarse sin ruido al verraco desde atras sin espantarlo,
acercarsele del mismo lado que la mano que se utiliza para |a recoleccion, se
coloca la mano enguantada contra el abdomen ventral del verraco
permitiendo que el pene empuje dentro de la mano, se aplica presién digital

apretando con los dedos indice y pulgar entre la primera y segunda ranura
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del pene, teniendo cuidado de no cerrar toda la mano demasiado ajustada

sobre el pene ya que ocasionara que el verraco desmonte debido al dolor

(Merck, 1993).

Nunca se debe aflojar la presion en el pene hasta que la eyaculacion haya

terminado (Caicedo y Perez, 1992).

Es necesario establecer un ritmo de recogida que permita recuperar las

reservas espermaticas del epididimo (Rillo, 1994).

De los verracos jovenes pueden recogerse eyaculados 1 6 2 veces a la

semana, aungue sin sobrepasar 6 obtenciones por mes. Los verracos con

mas de un afio de edad pueden incluirse ya en el ritmo normal de
obtenciones de esperma Osea, que se pasa de las 2 recolecciones por

semana y un maximo de 3 eyaculados al mes (Castellanos, 1992).

Dentro del proceso de entrenamiento se deben tomar en cuenta algunos

aspectos como los siguientes:

o El “potro” debe ser de altura adecuada, con un poco de movimiento, para
llamar fa atencion del cerdo.

o Una vez que el cerdo ha intentado subirse, es importante no interrumpir el
entrenamiento.

o Colocar al macho en un corral adyacente al del “potro” y permitir que
observe la coleccidn en un verraco ya entrenado, esto lo estimulara, y
empezara a reconocer el area una vez terminada la practica citada.

¢ Durante las primeras colecciones, debe tenerse especial cuidado para no
causar dafio en el pene, por ejemplo, algin roce con el “potro” o
demasiada presion, también debe evitarse interrumpir la coleccion
(Martinez, 2006).

. Colecta del semen

El semen es un fluido que se produce durante la eyaculacion, el cual esta

compuesto de una fraccion celular (espermatozoides) y un vehiculo fluido en

el que estan suspendidas las células conocido como plasma seminal

(Cordova et al., 2004).
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Para el éxito en la colecta de semen se deben tomar en cuenta algunos
factores como, preparacion del material antes de entrar a la sala de colecta,
preparacion del verraco, técnica a utilizar para obtener la muestra, etc. La
muestra de semen se obtiene de un verraco entrenado, ufilizando un maniqui
con fijacion manual del pene (Gordon, 1997 y Hughes et al., 1984).

Todo material que se utiliza debe ser estéril y a la temperatura del semen que
es de 37 °C. La sala de colecta debe estar limpia antes de que entre el
verraco, dentro se encuentra el potro o maniqui, en posicion fija. Antes de
empezar la extraccién, se debe limpiar en seco toda el area alrededor del
pene y prepucio. Una vez el verraco monta el potro, se debe sostener
firmemente el pene extrayéndolo en toda su longitud. El frasco de colecta
debera tener un filtro o gasa para evitar la contaminacion de la muestra
(Singleton, 2000).

La recoleccibn del esperma constituye una premisa fundamental en la
metodologia de la inseminacion artificial (Pérez, 1990).

Para ello se requiere programar a los machos a intervalos Optimos,
prepararlos sexualmente y aplicar técnicas correctas (Hafez, 1993).

El principal requisito durante la eyaculacién del verraco es la presién que
ejerce el cuello uterino de la cerda sobre la zona espiral del pene. Esto puede
ser facilmente simulado por presion manual del pene en prostitucion
(Camacho, 2000).

Se han empleado algunos métodos artificiales para recoger el eyaculado
completo y el método de recogida puede afectar el volumen y concentracion
del esperma.

La extraccion del semen se debe realizar manuaimente en un potro fijo en la
sala de recoleccién, ya que es mas higiénico y el animal no corre rigsgo de
caidas o lesiones con potros inestables. También se ha probado la
electroeyaculacidn aunque no resulta practica y la vagina artificial. El método
manual tiene la ventaja de evitar las reacciones de inhibicidn de los verracos,

asi como la produccion de eyaculados incompletos por variaciones de

21



temperatura u ofros estimulos inhibitorios ocasionados por la vagina artificial
(Rillo, 1994).

Después de haber montado el maniqui, se debe realizar el vaciado de la
bolsa prepucial, permitiendo que empuje tres o cuatro veces para sacar el
pene del prepucio y buscar la vulva de fa marrana.

El eyaculado se recogera directamente en un vaso de precipitacion u otros
recipientes desechables situados dentro de un termo para mantener la
temperatura cerca a los 37° C a la vez sobre el vaso se colocara una gasa
para que durante la recoleccion se impida la mezcla de la fraccion
espermatica del eyaculado con el gel o tapioca, actuando como filtro (Kubus,
1993).

El esperma colectado se debe proteger del aire, calor, frio, luz, agua o
agentes quimicos que funcionan como espermaticidas (Moreno, 2000).

El ritmo de recogidas debe de ajustarse a los mérgenes de 3 a 7 dias siendo
adecuadas colectas cada 3 a 4 dias en verracos adultos y 1 vez por semana
en reproductores jovenes de menos de 1 afio de edad (Camacho, 2000).

El propésito de la recoleccion consiste en evaluar la libido y evaluar la
capacidad de copular y eyacular, ademas proporciona una muestra del
eyaculado (Merck, 1993).

. Eyaculado y sus fracciones

La emision consiste en la liberacion de los espermatozoides y de los liquidos
de las glandulas accesorias hacia el interior de la uretra pélvica
(Cunningham, 1997).

La eyaculacién en todas las especies constituye la expulsion forzada de
semen, el cual estd dado por un reflejo por el que se contraen y vacian el
epididimo, la urefra y las glandulas sexuales accesorias del macho (Moreno,
2000).

La eyaculacién en los cerdos es de larga duracion, de 10-15 minutos (Veliz y
Gonzales, 2003).
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Los verracos expulsan grandes cantidades de espermatozoides en cada

eyaculado y agotan con mayor rapidez sus reservas epididimarias. El

volumen total de esperma emitido es de 250 ml aproximadamente y esta

compuesto de 3 fracciones (Hafez, 1993).

a. Fraccion pre-espermatica:
Estd constituida por secreciones de las glandulas accesorias,
principalmente de la prostata, vesiculas seminales y grumos
procedentes de la glandula de Cowper. Estos grumos de textura
gelatinosa, reciben comunmente el nombre de *tapioca’, y cumplen la
funcién de tapdn del cuello uterino impidiendo el retroceso. Esta fraccion
es transbarente, sin espermatozoides, con alto contenido bacteriano y
un volumen aproximado entre 10-35 ml (Rillo, 1994).

b. Fraccion espermatica:
También se le conoce como fraccidn rica en espermatozoides, es de
color blanco lechoso. Constituida por una gran concentracion de
espermatozoides y secreciones de la vesicula seminal y prostata, tiene
un color blanquecino-lechoso y su volumen oscila entre 50 - 150 ml. El
volumen es variable dependiendo de los factores que influyan en la
produccion espermatica (raza, edad, nutricion, ritmo, método de
recogida, etc.) (Castelfanos, 1992).
La concentracion espermatica de esta fraccion es de 5x108 a 13x108
espermatozoides/mm3. (Rivera, 1997).

c. Fraccion post-espermatica:
Es pobre en espermatozoides, constituida por éecreciones de la
prostata y glandula de Cowper (tapioca). Es de color blanquecino
transparente, con grumos gelatinosos y un volumen de 200 ml o mas.
Constituida principalmente de secreciones de la prostata y glandulas de
Cowper, pobre en espermatozoides, de color blanquecino transparente,
con grumos gelatinosos a lo largo de su emisidén, con volumen
aproximado de 200 mm3 (Rivera, 1997).
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La eyaculacién se completa en 5 — 10 minutos, con una media de 8
minutos. Un verraco da en 6 minutos cerca de 300 ml de esperma

conteniendo 95 X10° espermatozoides (Rivera, 1997).

2.2.2 EVALUACION DEL SEMEN
La evaluaciéon de la calidad espermatica debe hacerse rapidamente, ufilizando
material limpio, estéril y a la misma temperatura a la que se encuentra la muestra
de semen. La valoracion de las caracteristicas seminales es fundamental, ya que de
ello depende el éxito de emplear el semen para inseminacion artificial. Este examen
debe realizarse lo antes posible, luego de terminada la colecta, llevandose a cabo

una evaluacién macroscopica y microscopica (Gadea, 2003).

El objetivo optimo de las pruebas de calidad consiste en predecir adecuadamente la
fertilidad del semen mediante el empleo de técnicas répidas y baratas (Cole y
Cupps, 1998).

La evaluacion del semen tiene gran importancia para diagnosticar si los
espermatozoides cualitativa y cuantitativamente, estan con total capacidad

fecundante o por el contrario no lo debemos utilizar (Rillo, 1994).

2.2.2.1 Evaluacién macroscépica

Las muestras de semen se evalian en cuanto a sus caracteristicas fisicas:

A. Temperatura

Existen varios aspectos importantes en cuanto al factor de temperatura
de una evaluacion de la calidad espermatica. La temperatura debe
medirse y registrarse, usualmente se encuentra entre 35 y 37°C. Debe
descartarse cualquier eyaculado con una temperatura de 34°C o
menor. El semen colectado debe de mantenerse en bafo Maria
durante toda la evaluacion de la calidad espermatica, la cual no debe
exceder 15 minutos. Cualquier fluctuacion en la temperatura del semen
reduce la viabilidad del esperma, 2 a 3 °C arriba 0 debajo puede

reducir hasta un dia la viabilidad (Maqueda, 2001).
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B. Volumen

El volumen de la fraccion rica en espermatozoides oscila entre 50-125
ml y puede determinarse con la utilizacién de recipientes tarados o
graduados para la colecta. Al obtener la muestra y pesarla, pero
también se pueden utilizar bolsas plasticas y probetas graduadas.

El volumen varia segln la edad, tamafio testicular, raza y el estado
fisiologico de cada verraco, entre 50 a 150 ml de fraccién espermatica y
un eyaculado de 250 ml, aproximadamente (Calderon, 1998).

El volumen normal para verracos jovenes de 8 a 12 meses es de 100 a
300 ml; para los mayores de 12 meses de 100 a 500 mi. (Merck, 1993).
. pH

El pH del semen de verraco tiene un amplio rango, dependiendo de qué
porcion del eyaculado sea medida. La fraccion rica del semen tiene un
pH que va desde 6.8 hasta 7.4. La fraccion post- espermatica del
semen en cambio se encuentra entre 7.0 y 7.6 (Maqueda, 2001).

El pH del eyaculado de un verraco depende de la proporcion de
constituyente aportado de las glandulas anexas. Puede variar su valor
por manipulacion, tiempo, contaminacion bacteriologica, concentracion,
etc. Debe medirse inmediatamente obtenido el semen (Caicedo y
Pérez, 1992).

Para un eyaculado recién obtenido se admiten valores de 6.4 a 7.4
(Camacho, 2000).

. Viscosidad

La viscosidad del esperma del verraco varia dependiendo de las

glandulas genitales de donde procede la secrecion y de si estas poseen

contenido en espermatozoides. Dentro de la fraccién no gelatinosa, la

viscosidad es proporcional a la concentracion en espermatozoides
(Rivera, 1997).
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E. Caracteristicas organolépticas

La evaluacion organoléptica de la muestra de semen se realiza

sencillamente viendo las siguientes caracteristicas:

> Color
Tiene que ser blanco lechoso, aunque en algunos casos es de
color amarilio palido en casos normales. Una coloracion roja
oscura o café nos indica la presencia de sangre (Veliz y Gonzélez,
2003).
Varia de un blanco cremoso a un blanco iechoso, pero en todo
caso su apariencia ha de ser opaca, lo que indica una gran
concentracion de espermatozoides (Rivera, 1997).

> Presencia de impurezas
L.a muestra de semen debe estar libre de impurezas, como rastros
de ftierra, pelo, etc. Para lograr esto, debemos cubrir nuestro
recipiente de colecta con un filtro o doble gasa.

» Olor
Esta debe presentar un olor tipico y caracteristico del semen de
verraco. Si percibiéramos un olor que no pertenece, indicaria
contaminacién con orina, fluido prepucial o alguna alteracién
patologica del tracto reproductivo (Veliz y Gonzalez, 2003).
El olor del semen del verraco es sui generis y se caracteriza por
estar afectado ligeramente por las feromonas del aparato genital.
El semen tiene su propio olor en el caso de estar contaminado por
orina 0 secreciones prepuciales adquiere un olor muy fuerte

caracteristico (Camacho y Morejon, 2000).

2.2.2.2 Evaluacién microscépica

Este incluye un céiculo de la proporcion de espermatozoides con

motilidad activa, concentracion, y relacion vivos-muertos (Hafez, 1996).
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A. Motilidad

Indica la capacidad de movimiento de los espermatozoides, se
valora la motilidad individual. Esta evaluacion es cuantitativa y
cualitativa, ya que se valora el porcentaje de espermatozoides en
movimiento (de 0 a 100%) y la calidad se determina en una escala

de 0 a 5, segtn el tipo de movimiento (Hafez, 1996).

Para observar la motilidad se coloca una gota del eyaculado sobre
un portaobjetos poniendole encima un cubreobjetos. Ambos deben
estar atemperados a 37° C.

Es la valoracion cuantitativa del movimiento de los espermatozoides.

[.a observacion de la motilidad deberé realizarse inmediatamente

después de la recogida ya que los espermatozoides de ésta pierden

rapidamente el movimiento al disminuir la temperatura, aunque séio
de forma transitoria, presentando acinesis. El observar fas muestras
por el microscopio para establecer la motilidad y ritmo de este,
proporciona una medida efectiva del nivel de fertilidad de la muestra

en particular (Rivera, 1997).

. Motilidad masal

Luego de la recoleccidn, se coloca en un porta objetos una gota de
semen y se observa la microscopio con el lente de menor aumento,
a temperatura de 25 a 35° C, para lo cual hay que trabajar en platina
atemperada, sin utilizar cubre objetos.

La motilidad en masa indica la concentracion y viabilidad de las
células espermaticas (Caicedo y Pérez, 1992).

Debe evaluarse en términos del “movimiento de ondas” fenémeno
que se debe a la concentracion y alta proporcién de espermatozoos
en movimiento activo. Los remolinos formados en la gota crean

movimientos sincrénicos de grupos de células, lo que resulta en
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bandas claras, obscuras y crea mas remolinos.

La actividad del movimiento ondulatorio puede dividirse en 4
categorias:

1.- Muy bueno: torbellino intenso con ondas obscuras y claras

2.- Bueno: ondas en torbeliino mas lentas, no tan intensas

3.- Regular: movimiento lento con menos ondas

4.- Malo: muy poca actividad en torbellino o ninguna. (Merck, 1993)

. Motilidad individual

Para observar el movimiento individual de las células se mezcla una
gota de semen con un pequefio volumen de una solucidn salina
fisiolégica y se observa al microscopio bajo un cubre objetos, con
lente de gran aumento (40 X) (Pérez, 1990).

El movimiento individual se observa rectilineo y progresivo ademas
del porcentaje de espermatozoides que se mueven. Se requiere
como minimo para un eyaculado un movimiento progresivo de 70 %
(Jara, 2000).

Se calcula como porcentaje y se puede clasificar como muy buena:
80%; buena: 60-80%; regular: 40-60%; pobre: 20-40% y muy pobre:
menos de 20%. El movimiento ondulatorio puede disminuir debido a
una disminucién de la concentracién y/o de la motilidad (Merck,
1993).

Clasificacion del Movimiento Individual

0 :Inmoviles o muertos.

1 : movimiento pobre, la cabeza del espermatozoide queda fija y
solo se mueve la cola, pudiendo girar sobre si mismos.

2 : Los espermatozoides se desplazan en circulos mas 0 menos
amplios y algunos progresivos.

3 : Movimientos progresivos lentos y ondulatorios.
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4 . Movimientos progresivos cortos y rapidos.
5 : Movimientos progresivos rectilineos muy rapidos (Cordova et
al., 2004).

D. Concentracion

Es la determinacidn del nimero de espermatozoides por unidad de
volumen en el eyaculado. La valoracién de este parametro es
fundamental, ya que junto con el volumen del eyaculado sirve para
determinar el numero de dosis seminales. Se emplean varios
métodos para la determinacion, siendo los mas usuales el recuento
.en las cémaras de Burker, Neubauer o Thomaneu y la
fotocolorimetria.

El recuento en camara es el metodo mas recomendado en los
centros de LA, por su sencillez y exactitud. Esta técnica de recuento
directo consiste en la utilizacion de un hemocitometro (camara de
Neubauer). El conteo se realiza directamente en el microscopio
contando los espermatozoides de cinco cuadros grandes del rayado
de la camara en ambos lados (Cérdova ef al., 2004).

El calculo de la concentracion del eyaculado debe hacerse de forma
precisa, especialmente para preparar dosis de inseminacion con la
méxima fertilidad posible y el minimo nimero de espermatozoides
necesario (Boixo, 1994).

El célculo del nimero de espermatozoides por unidad de volumen es
el mas importante criterio para la evaluacion potencial de un macho.
La concentracién es determinada usando un hematocitometro o
camara de Neubauer después de una apropiada dilucion (Rivera,
1997).

En la actualidad el niumero de células esperméticas se determina por
medio de un espermiodensimetro o cAmara de Karras. La medida

estd basada en la turbiedad de una suspension de semen en las
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diferentes concentraciones leidas en la camara del densimetro
(Minitube, 2006).

La cifra media de concentracion del eyaculado completo del verraco
es de 300.000 espermatozoides por mm3 (Camacho y Morejon,
2000).

Un aspecto importante a considera durante el proceso de
conservacion lo constituye fa concentracion. La concentracion entre
3000 y 7000 X 108 de espermatozoides / dosis de 100 ml de semen

diluido resultan favorables (Garcia, 1994).

. Porcentaje de espermatozoides vivos y muertos

Para observar el porcentaje de espermatozoides vivos y muertos se
hace un frotis de semen con eosina. Se observan bajo el
microscopio, con el objetivo 40X, de 15 a 20 campos contando un
total de 200 células. De ellas se saca el numero de células vivas y el
numero de células muertas y se calcula su porcentaje. Se considera
un buen eyaculado aquel que presenta por lo menos 80% de
espermatozoides vivos (Véliz y Gonzales, 2003).

Se usa una solucion de eosina al 5% en solucién salina y nigrosina
al 10% en solucion salina. Se mezcla en un portaobjetos temperado
una gota de semen con dos gotas de solucion de eosina-nigrosina y
se hace una extension sobre el portaobjetos retirando el colorante
sobrante. Normalmente el semen tiene una media de 25 % de
espermatozoides muertos (Garcia ef al., 1998).

Los espermatozoides vivos y muertos pueden diferenciarse por su
forma de reaccionar a determinados colorantes; los espermatozoides
inmoviles, aparentemente muertos se tifien por el colorante debido a
que su membrana plasmatica se hace permeable a este, mientras
que los moviles no presentan tincién ya que membrana plasmatica

actuara a modo de barrera impidiendo el paso del colorante
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(Caicedo y Perez, 1992).
Las coloraciones vitales de tripan azul al 2% y de eosina-nigrosina al

5% son las méas usadas. (Rivera, 1997).

2.2.3 DILUYENTE

Por diluyente entendemos a la solucidn acuosa que permite aumentar el
volumen del eyaculado hasta conseguir las dosis necesarias y preservar las
caracteristicas funcionales de las células esperméticas manteniendo el nivel de
fertilidad adecuado (Maqueda, 2006).

El diluyente o extensor de semen no es méas que una solucion acuosa que
permite aumentar el volumen del eyaculado y preservar la viabilidad de los
espermatozoides por mas tiempo, ya que un semen sin diluir tiene una viabilidad
entre 2 y 24 horas después de la eyaculacion, pero mediante la adicion de los
diluyentes esas cifras se pueden elevar considerablemente (Hughes y Varley,
1984).

El extensor de semen es la solucion que permite aumentar el volumen del
eyaculado hasta conseguir las dosis necesarias y preservar las caracteristicas
funcionales de las células espermaticas y mantener el nivel de fertilidad
adecuado (Gadea, 2003).

Los espermatozoides se encuentran en el plasma seminal que suministra los
nutrientes necesarios para mantener una elevada actividad metabolica necesaria
para el proceso de transporte espermatico a través del tracto genital femenino.
En el eyaculado, esta actividad metabdlica solo puede mantenerse durante un
periodo de tiempo muy limitado. Para poder conservar los espermatozoides
durante periodos prolongados es necesario que se reduzca la actividad
metabolica de los espermatozoides, mediante la dilucion en un medio adecuado
y la reduccion de la temperatura (Le Coz, 2005).

A nivel practico en las condiciones actuales de produccién los diluyentes se han
clasificado en dos grandes grupos, los que tienen como objetivo la conservacion

a corto plazo (1 - 3 dias), o aquellos que tienen por objetivo la conservacion a
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largo plazo (mas de 4 dias). Los primeros se utilizan principalmente en
estructuras de distribucién de las dosis seminales a corta distancia mientras que
los de largo plazo son propios donde la distancia entre el lugar de produccion
seminal y el lugar donde va a ser utilizado es grande (Gadea, 2003).

Las ventajas que aportan los diluyentes de larga duracion son la posibilidad de
transporte a largas distancias, permiten realizar pruebas diagnésticas sobre el
semen antes de ser utilizadas, como pruebas mediante técnicas PCR
(Polymerase Chain Reaction) para detectar la presencia de diversos virus o
anélisis completos de la calidad seminal, permite una mejor organizacion de las
tareas en los centros de recogida seminal y facilita en gran medida la
distribucioén de las muestras a las granjas de reproduccion.

Algunos de los factores a considerar en la eleccién del diluyente son la relacion
entre su precio y calidad, la temporada del afio influenciada por la temperatura y
fotoperiodo, asi como el tiempo de transporte del semen y el tiempo que pasa
entre la produccion del mismo y la inseminacién, aunque la vida media del
semen también se ve afectada por factores como la calidad de semen, la
frecuencia de recoleccion, la tasa de dilucién y de las fracciones de semen
colectadas (Maqueda, 2006).

2.2.3.1 Ingredientes y funciones del diluyente
Basicamente los diluyentes proveen una fuente adecuada de
nutrientes, un ambiente que protege a los espermatozoides contra la
disminucién de la temperatura, electrolitos para mantener una
adecuada presion osmotica, substancias buffer que protege al semen
contra cambios extremos de pH y antibioticos que inhiben el crecimiento
bacteriano (Gordon, 1997 y Maqueda, 2001).

2.2.3.2 Requisitos que debe cumplir un diluyente
» Abastecer nutriente como fuente de energia

» Proteger a las células espermaticas del shock térmico
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* Proporcionar un amortiguador para prevenir los cambios dafiinos en
el pH cuando se forma acido tactico

» Mantener la presion osmética adecuada y el equilibrio electrolitico
correcto

+ Inhibir el crecimiento bacteriano

» Aumentar el volumen del semen de tal manera que pueda usarse
para mdltiples inseminaciones

» Proteger las células espermaticas durante la congelacion (Hafez,
19893).

* Proporcionar capacidad tampén contra productos metabolicos

» Los medios diluyentes, conservadores de esperma para uso en
inseminacion artificial deben cumplir la exigencia de una facil
preparacion y ser interesantes en el aspecto econdémico (Pérez,
1990).

Los diluyentes de semen normalmente contienen:

A. Nutrientes
El espermatozoide tiene capacidad de producir la energia
necesaria para mantener su metabolismo celular y generar el
movimiento del flagelo, principalmente a través de las vias
- glicoliticas. Estos procesos se desarrollan en las mitocondrias
localizadas en la porcion intermedia del espermatozoide. La fuente
de energia mas frecuentemente utilizada en la composicion de los
diluyentes es la glucosa, aunque otras fuentes como galactosa,
fructosa, ribosa y trealosa han sido utilizadas sin tener muchas

ventajas sobre la glucosa (Maqueda, 2006).

B. Buffers
El pH del semen recién eyaculado se encuentra proximo a 7.4
+0.2, al igual que ofros fluidos organicos, y cuando se reduce este
pH al mismo tiempo se reduce el metabolismo energético del

33

it



espermatozoide y su motilidad. El metabolismo giicolitico que
desarrolla el espermatozoide (carbohidrato principal es glucosa)
hace que el pH intracelular disminuya y el metabolismo celular
quede reducido. El &cido lactico es el principal metabolito de este
proceso, por lo que las sustancias buffer son necesarias en la
preservacion del semen ayudando a controlar el pH (Maqueda,
2006).

Buffers simples como el bicarbonato de sodio y el citrato (s6dico)
tienen una accion limitada, mientras que sustancias como el &cido
3N-Morfolino propanesulfonico (MOPS) o el acido N-2-hidroxietil
piperazin-N-2-etanosulfonico (HEPES), TES Y TRIS pueden
regular el pH en un rango mas amplio y no son dependientes de la
temperatura (MOPS Y HEPES) (Gadea, 2003).

C. Electrolitos

El plasma seminal del verraco presenta una presion osmotica de
290-325 mOsm, y es capaz de tolerar un rango de presiones
osmoticas bastante amplio (240-380 mOsm). Diversos estudios
han evaluado la tolerancia a diversas presiones osmoticas,
llegando a la conclusiébn que ni la motilidad ni la viabilidad
espermética se ve afectada por [a presion osmética en rangos
comprendidos entre 250 y 290 mOsm, mientras que cuando se
reduce por debajo de 200 mOsm se detecta una reduccion
significativa de la motilidad (Maqueda, 2001).

Los diluyentes isotonicos (300 mOsm) o ligeramente hipertonicos
son los que mejores resultados han dado en condiciones de
utilizacién comercial. Para regular la presion osmética se utiliza
principalmente sales de iones inorganicos como el cloruro sédico y

cloruro potéasico (Gadea, 2003).
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D. Antibioticos
En la mayoria de los casos el tejido testicular y las glandulas
accesorias del verraco estan libres de bacterias y por tanto la
contaminacién bacteriana del eyaculado se produce durante el
proceso de recogida seminal.
Para controlar el crecimiento microbiano en el diluyente es
necesario afiadir un agente antibiotico, ya que los componentes del
diluyente (glucosa) asi como la temperatura a las que se
conservan las dosis (15-16° C), permiten el crecimiento de la
mayoria de bacterias gram negativas (Rillo, 1994).
La contaminacion bacteriana principalmente produce una serie de
alteraciones entre las que se encuentra una disminucién de la
motilidad, aglutinaciones espermaéticas, aumento del porcentaje de
acrosomas alterados y una reduccion del pH hasta niveles acidos
(5.7-6.4), que conducen a una reduccion en el tiempo de
conservacion de las dosis seminales. Por tanto, la adicion del
antibiotico en la adecuada concenfracion favorecerd la
supervivencia espermatica y se incrementaran los resultados de
fertilidad. (Gadea, 2004).
Los antibidticos méas utilizados actualmente son sulfato de
gentamicina, sulfato de neomicina, penicilina sédica, lincomicina, y

espectinomicina (Minitube, 1999).
E. Estabilizadores de membrana

Se adicionan con el fin de prevenir o retardar alteraciones no
deseadas en la estructura y la funcion de las membranas de los
espermatozoides. Las principales sustancias utilizadas son
seroalbimina bovina (BSA), hidroxitolueno butilado (BTH), efilén
disddico diamino tetraacetato (EDTA), polivinil pirrolidona (PVP-
40), y alcohol polivinilico (Magueda, 2001).
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La diversidad de férmulas, comprobadas con buenos resultados
para diluir y conservar el semen durante varios dias permiten
garantizar la capacidad fecundante del eyaculado, sin embargo, no
resulta suficiente sblo conocer las formulaciones, en ocasiones la
mala preparacién del diluyente bien sea por error en el pesaje de
reactivos, utilizacién de productos de mala calidad incluyendo
agua, la contaminacién de los elementos que integran el proceso
de manipulaciébn y preparacién del diluyente provocan dafios
irreversibles a la célula después de la dilucion que repercute en la
fertilidad (Rivera, 1997).

2.24 DILUCION DEL SEMEN

La dilucion del esperma persigue el aumento del volumen eyaculado y en
consecuencia el rendimiento de este en la inseminacién artificial, sin perder la
bondad del mismo. Los métodos diluyo conservadores son interesantes al
pretender aumentar el volumen del material recolectado y, al mismo tiempo,
rodean a los zoospermos de condiciones Optimas para el mantenimiento de la
vitalidad y capacidad fecundante a través del tiempo. (Pérez, 1990).

La adicién de un medio de dilucion en reemplazo del plasma seminal es
necesaria para mantener la integridad de la célula espermatica; puede ser el
medio para evitar una baja motilidad, acrosomas dafiados, formas anormales,
aglutinaciones  espermaticas, proteicas y de sales, sin olvidar las
contaminaciones; siendo fundamental para poder mantener los parametros de
fertilidad y prolificidad (Rillo, 1994).

Los medios artificiales diluyo conservadores deben proporcionar a los
espermatozoides el material energético adecuado para la conservacién de la
vitalidad espermatica, asi como las condiciones biofisicas necesarias para la
persistencia de aquellos en el medio liquido sin peligro de precipitacion,

regulando ademas, la presion osmética, manteniendo el pH y la no modificacion
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de la carga eléctrica en los zoospermos, como condiciones fundamentales.
(Perez, 1991).

Los factores que pueden alterar o dafiar a los espermatozoides son:

Oxigeno: Es un factor que provoca excitacion en los espermatozoides, que
hace se muevan, con lo que el movimiento los agota, elimina sus reservas y
estos mueren.

Temperatura: El espermatozoide sale a una T° aproximada de 37 ° C. De ahi
para abajo se conserva bien; si bajamos hasta fa congelacion el aguante
depende de la especie; en porcinos es de 12 a 15 ° C. Pero una

T° de 42 ° C para arriba destruye totalmente a los espermatozoides, pues
sus estructuras proteicas se coaguian.

Accion de sustancias quimicas: Pueden provocar el llamado shock quimico.
Estas sustancias pueden estar como residuos en aparatos recolectores, que
parece que puedan estar limpios, pero luego aparecen y reaccionan.

Luz: La luz intensa, sobre todo el rayo de sol directo, debido al contenido de
infrarrojos  elimina los espermatozoides. La Iluz intensa activa al
espermatozoide igual que el oxigeno, con lo que se fatiga y muere.

pH: Un pH alcalino provoca una excitacién igual que el oxigeno. Un pH acido
paraliza al espermatozoide.

Caracteristicas del agua: Se recomienda el uso del agua biodestilada sin
agentes pirogenos. El agua de uso corriente es muy dafiina (Rodriguez y
Martinez, 2000).

La determinacion rigurosa de la concentracion del volumen, del porcentaje de

células vivas es esencial para calcular cual es la maxima dilucién de

espermatozoides en los preparados para la inseminacién artificial (Rivera, 1997).

Una vez conocida la concentracion / mma3 se calcula el numero de dosis que se

obtienen de ese eyaculado (Kubus, 1993).

El titulo idoneo se considera entre 1:8 o 1:12, concentraciones superiores

producen aumento de acrosomas dafiados (Rivera, 1997).
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La dilucion se hace de 30 a 37 ° C y dentro de las 2 primeras horas después de
la recogida. Un periodo enfre 3 a 5 horas para el enfriamiento de 38 a15°C
permite una conservacion optima del semen (Rillo, 1994).

Se aftade el volumen del diluyente a 37 ° C sobre el semen para obtener el
namero de dosis posibles de 100 ml y concentracion de 3 * 109 cada uno. Antes
de mezclar se debe comprobar que no exista diferencia de temperatura entre el
semen y el diluyente; el semen almacenado debe ser rotado suavemente cada

12 horas para mantener a los espermatozoides en suspension con el diluyente.
(Kubus, 1993).

2.2.5 ALMACENAMIENTO Y CONSERVACION DEL SEMEN

A. Envasado del semen diluido

Antes de envasar el semen en la botellas de inseminacion artificial debe de
observarse una muestra al microscopio, para verificar que la dilucion se
llevé a cabo correctamente y que el semen esta en perfecto estado. El
semen se vierte suavemente dentro de las botellas, las cuales deben
taparse después de desalojar el aire dentro de las mismas para evitar la
presencia de oxigeno. Cada botella se identifica con el nimero del verraco,

la fecha y hora de la recoleccion (Berrios, 1981).

B. Almacenamiento

El tiempo en que el semen estd almacenado y el nimero de células
espermaticas por dosis parece reducir el tamafio de la camada solo cuando
se utiliza una dosis de 5,000 millones de espermatozoides por dosis
después de un periodo de almacenamiento superior a las 48 horas.

C. Conservacion del semen diluido

Se entiende como semen conservado aquel que puede ser conservado al
menos un dia después de su recogida, mientras que el semen fresco se
utiliza diluido o no, inmediatamente después de haber sido recogido,
manteniéndose a una temperatura de 37 ° C hasta el momento de Ia

inseminacién (Perez, 1991).
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La temperatura 6ptima para la conservacién 15 a 20 ° C en un medio
salino. El mayor éxito se alcanza en el acondicionamiento de un
refrigerador tipo servidor que con un buen termostato conservan
adecuadamente la temperatura. El almacenamiento se lo hace en frascos
de cristal de 550 ml, en bolsas recolectoras de semen de polietileno o
frascos de polietileno de 100 ml (Camacho, 2000).

Para conservar el semen de verraco por mas de dos a tres horas, es
necesario afiadir al esperma un medio que equilibre la accion de las
sustancias del plasma seminal, manteniendo las células en condiciones de
inactividad metabolica, tal como se encontraban en el epididimo, para
poder recuperar posteriormente su actividad en el momento de la

inseminacion (Rivera, 1997).

2.26 CONGELACION DEL SEMEN

La tecnologia de la crio preservacion del semen porcino se desarrolld en la
década de 1970; (Polge et al., 1970) informd la primera fecundacion exitosa con
semen congelado. Desde dicha fecha hasta nuestros dias, esa tecnologia ha
evolucionado de manera sorprendente permitiendo obtener, en determinadas
ocasiones, resultados de fertilidad y prolificidad compatibles con fas exigencias
actuales del mercado.

Sin embargo una serie de factores contribuyen a la falta de difusion de esa
tecnologia; entre ellos, la necesidad de contar con un laboratorio moderno
destinado al procesamiento del semen, manejo cuidadoso de las dosis
seminales durante el almacenamiento y la descongelacion, variabilidad de los
resultados segln los verracos, y protocolos de inseminacion diferentes al
utilizado en semen fresco. De hecho, la utilizacion del semen congelado se
encuentra por el momento restringida a la exportacion de semen entre paises
distantes y la conservacién de las lineas o razas que ya se encuentran en vias

de extincion o en riesgo sanitario (Decuadro, 2001).
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2.2.7 DESCONGELACION DE SEMEN

La temperatura y tiempo de descongelacion varia dependiendo del tipo de
envase elegido (Salamon y Maxwell, 1995), no existiendo uniformidad de
criterios entre los diferentes autores para un mismo envase, si bien se ha
demostrado que las descongelaciones a altas temperaturas durante escasos
segundos muestran mejores resultados (Fiser et al., 1981; Salamon y Maxwell,
1995).

La viabilidad de las dosis descongeladas va a ser un sumatorio de los procesos
de dilucion, refrigeracion, glicerolizacion, congelacion y descongelacién, cuyo
resultado final es una pérdida de movilidad, vitalidad, morfoanomalias,
acrosomas, permeabilidad de membrana, y por consiguiente de la fertilidad
(Correa et al., 1996).

2.3 HIPOTESIS
Ha: Existe efecto de dos dilutores sobre la criopreservacion de semen de verraco

Ho: No existe efecto de dos dilutores sobre la criopreservacion de semen de verraco.

2.4 VARIABLES DE ESTUDIO

2.4.1. Variables independientes
» Dilutores (BTS y TRIS)

2.4.2. Variables Dependientes
» Motilidad masal

> Espermatozoides vivos
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CAPITULO Ili
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 AMBITO DE ESTUDIO

3.2
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3.5

El presente estudio de investigacion se ejecutd en dos etapas: de campo y
laboratorio.

La primera etapa en campo, en la Granja Experimental de Porcinos de la Escuela
Académica Profesional de Zootecnia de la Universidad Nacional de Huancavelica,
situado en el distrito y provincia de Huancavelica, a 12° 47 06” de Latitud Sury a 74°
58’ 17"de Longitud Norte, a una altitud de 3 690 m.s.n.m., y en la Granja de Porcinos
del Asilo de Ancianos “Santa Teresa de Jornet’, situado en distrito de Ascensién y
provincia de Huancavelica, a 12°47'03" de Latitud Sur, 74°58'50" a Longitud Oeste y a
una altitud de 3 693 m.s.n.m.‘

La segunda etapa en el Laboratorio de Biotecnologias Reproductivas de la
Universidad Nacional de Huancavelica, donde realizaron todas las evaluaciones de la

muestras.

TIPO DE INVESTIGACION

Aplicada

NIVEL DE INVESTIGACION

Explicativo

METODO DE INVESTIGACION

Inductivo: Es un modo de razonar que nos lleva de lo particular a lo general o de una
parte a un todo (Sanchez y Reyes, 1998).

DISENO DE INVESTIGACION

Experimental



3.6

3.7

MUESTREO
Muestreo: no probabilistico de tipo circunstancial, porque es aquél en el cual no
se conoce la probabilidad o posibilidad de cada uno de los elementos de la poblacion

de poder ser seleccionado en una muestra (Sanchez y Reyes, 1998).

TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

La recoleccion de datos se realizé a través de la técnica de observacion directa

estructurada y como instrumento se utilizé fichas de registro de datos y lo siguiente:

3.7.1 Materiales y equipos
3.7.1.1 Materiales
a. Campo
Se utilizaron Termo colector, Filtro (con doble capa de gasa), papel
toalla desechable, guante para colecta, potro para monta, estufa, olla
pequefia, gasa, ligas, termémetro, rotulador, baldes y cuademo de

apunte.

b. Laboratorio
Se utilizaron tubos Falcon, Puntillas de 10ul, 20ul y 100pl, laminas
portaobjetos, laminas cubreobjetos, vaso de precipitacion de 500 ml,
camara de neubauer, termémetro, paijillas de 0.25 cc, alcohol
polivinilico, selladora de hematocrito, agua bidestilada, pipetas
estériles descartables, colorante eosina-nigrosina, diluyente (BTS y
TRIS), tanque de nitrgeno liquido de 18 litros, antibitticos, papel
toalla, recipientes graduados, guantes quirlrgicos, mascarillas y

mandil.

3.7.1.2 Equipos

Se utilizaron microscopio de contraste de fase con 4 objetivos, platina
temperada, termometro digital, bafio Maria, agitador magnético,

pipetas graduadas 10pl, 20ul y 100y, balanza analitica de precision
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0.01 gr. a 200 gr, centrifugadora, Peachimetro, Refrigeradora, Camara

de Neubauer, Camara fotografica digital y computadora.

3.7.1.3 Reactivos
a. Para el dilutor
Se utilizaron tris, cido citrico, fructuosa, glucosa, citrato de sodio,
yema de huevo (fresco no mayor a 03 dias), glicerina, penicilina —
estreptomicina, EDTA (Acido Etilen Diamino Tetra Acéfico),

bicarbonato de sodio y cloruro de potasio.

3.7.1.4 Material biolégico
Se utilizaron muestras de dos verracos de 9 y 36 meses

respectivamente.

3.8 PROCEDIMIENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Para la recoleccion de datos se tuvo en cuenta los siguientes pasos:

PRIMERA ETAPA

a. Construccion del potro
El potro se construyé con las siguientes medidas: la base es de 1m. de largo por
40 cm. de ancho, con una altura de 60 cm. y la parte superior del potro tiene 70
cm. de largo por 24 cm. de ancho, el material utilizado fue de fierro corrugado de 1
pulgada, tubos de 4 pulgadas en forma de T. La parte superior del potro donde
mont6 el verraco se forro con plastico grueso de 70 cm. de largo por 35 cm. de
ancho y frazada doble para que no se dafie el animal.
El segundo potro nos facilito el personal encargado de la granja de porcinos del
asilo de ancianos el cual tuvo las siguientes medidas: la altura es de 80 cm.,, la
parte superior de 1 m. de largo por 28 cm. de ancho, el material utilizado para las
patas fue de fierros angulares de 2 pulgadas y la parte superior fue de fierro
corrugado de 1 pulgada. La parte superior del potro donde monté el verraco se
forro con plastico grueso de 1m. de largo por 38cm. de ancho y frazada doble para

que no se dafie el animal.
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b. Enfrenamiento de varraco
En el presente frabajo el entrenamiento de los verracos fue de 2 a 3 veces por
semana y durante 20 a 30 minutos en horas de la mafiana, con edades de 9 y 36
meses respectivamente, el entrenamiento consistio en hacerlo montar sobre el
potro impregnado con olores de orine de cerda en celo que estimulen su libido.
Para realizar el entrenamiento el potro fue de facil transporte, y siendo
suficientemente comodo para que el verraco no sufriera dafio y mantenga la
estabilidad durante el procedimiento.
c. Colecta de semen

La coleccién de semen se realizo de dos verracos de raza mejorada en un termo
colector limpio, estéril, de boca ancha previamente temperada a 37° C con su
respectivo filtro (doble capa de gasa) para separar la porcidn gelatinosa (tapioca)
del eyaculado, solo se colecto la porcion del eyaculado rica en espermatozoides.
el semen se colecto por medio de la técnica Mano Enguantada una vez que el
verraco ha efectuado la monta y dejo al descubierto el pene, se coloct el dorso de
fa mano en el abdomen por delante del orificio prepucial, sujetandolo suavemente
y ejerciendo una ligera traccion hacia delante con el fin de lograr su estimulacion y
la expulsion del semen segun Conejo, (1990).

La frecuencia de coleccion fue 2 veces por semana y se obtuvo en las horas de la
mafana; primero se colecto al verraco de 9 meses y luego al de 36 meses de
edad, solo se procesaron 20 eyaculados (10 de cada uno) ya que estos cumplian
con los parametros minimos de 80% de motilidad masal indispensables para ser

congelados.

SEGUNDA ETAPA

Inmediatamente después de cada colecta de semen se frasladé al laboratorio y se
coloct en Barfo Maria, procediéndose a evaluar por medio de técnicas de laboratorio
con el propésito de determinar la calidad seminal.

a. Evaluaciéon-macroscopica

El volumen de semen colectado se medié en un vaso graduado (500 ml), el cual
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se mantiene en bafio Maria a 37°C para evitar cambios de temperatura.

El valor del pH se determiné introduciendo un peachimetro electronico y se
esperd a que esta enumere y se pudo observar el grado del pH.
b. Evaluaciéon microscopica

o Motilidad Masal
Se colocd una gota de semen sobre un portaobjetos puesto en una platina
temperada a 37°C y se le puso un cubreobjetos sobre la gota del semen
(aproximadamente 5 pl). En seguida se observo al microscopio de contraste
de fase 40X, para estimar la motilidad masal segun la rapidez con la que se
movian los espermatozoides hacia adelante y en linea recta. La motilidad

progresiva masal se estimé en una escala del 0 al 100% (Rivera, 1997).

Ademas Singleton, (1997) y Garcia et al., (1998) quienes reportaron que un
eyaculado de buena calidad debe tener como minimo 80% de
espermatozoides con movimiento progresivo (motilidad), para ser considerado

apto para su congelacion.

¢ Concentracion espermatica
Para su determinacién se utilizo la técnica de "Recuento Directo™ (Conejo,
1991), empleando un hemocitdmetro o camara de Neubauer. Se introdujo al
semen una micropipeta con capacidad de 1ml (1000 pl), el cual se deposit6 a
una dilucion formada (1:1000), 10 pl de semen y 990 pl de agua destilada en
un ependor (2 ml.) y someterlo al vortex. Posteriormente, se tomé de la
muestra diluida con una micropipeta y se liend la camara de Neubauer por
gravedad, en seguida se observd al microscopio con el objetivo 40X para
realizar su conteo de las dos areas. Cada area esta formada por 25 cuadros,

subdivididos a su vez en 16 cuadros mas pequefios.

Un vez que fue localizado el area de observacion, se realizd el conteo,
considerandose Unicamente los espermatozoides presentes en los 5 cuadros

grandes del rayado; los 4 de la esquina y 1 del centro. Los espermatozoides
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que toquen las lineas superiores e izquierda de un cuadro se incluyeron en la
cuenta de ese cuadro, y se excluyeron los que se encontraron atravesados en
las lineas derecha e inferior; el mismo procedimiento de conteo se realizd para

la segunda area. Se utilizé un contador manual para esta operacion.

Para determinar [a concentracion espermatica, al numero fotal de
espermatozoides contados en estos 5 Cuadrantes se le multiplica por el factor
de camara (50), por el factor de dilucién (100), y por un factor de conversion

(1000), siendo el resultado espermatozoides/ml.

Asi, si contamos en los 5 Cuadrantes: 13 + 14 + 15 + 12 + 10 = 64
espermafozoides. La concentracion espermatica es: 64 x 50 x 100 x 1000 =
320 000 000 espermatozoides/m.

Espermatozoides vivos
Se determin6 mediante la técnica de tincién, para esto primero se homogeniza
la muestra luego tomamos 10 ul de semen y 10 pi de colorante eosina al 5%
en solucion salina y se colocan en un extremo de una lamina portaobjetos. Se
hace un frote y se deja secar por un momento con el proposito de colorear a
los espermatozoides. El frote se observa con el objetivo de 100X, se realiza el
conteo en 10 campos tanto como espermatozoides vivos y muertos (Garcia,
2000).
Conejo et al., (1990) y Poto et al., (2000), sefialan que cuando se realiza el
examen de espermatozoides vivos y muertos, un eyaculado de buena calidad
no debe presentar menor de 80% de células vivas.
Los espermatozoides vivos y muertos se diferenciaron por su forma de
reaccionar a estos colorantes; los espermatozoides inmoéviles, aparentemente
muertos se tifieron de color rosado por el colorante debido a que su
membrana plasmatica se hace permeable a este, mientras que los méviles no
presentaron tincion ya que su membrana plasmatica actué a modo de barrera
impidiendo el paso del colorante (Caicedo Y Pérez, 1992).
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Para determinar el porcentaje de espermatozoides vivas y muerfo se emple6
la siguiente formula:

Vivos % = Células vivas 100
Vos 7o = Total de celulasx

Células muertas

0f =
Muertos % Total de celulas x 100

c. Preparacion de los dilutores para criopreservacion
Para el proceso de congelacidén de semen, se emplearon dos diluyentes que

fueron diferentes en su composicion.

1. Diluyente BTS (Beltsville Thawing Solution)
Se preparé la solucion BTS (Beltsville Thawing Solution) como dilutor de
congelacién que contiene 3.7 gr de glucosa, 0.125 gr de EDTA, 0.6 gr de
citrato de sodio, 0.125 gr de bicarbonato de sodio y 0.075 gr de cloruro de
potasio, diluidos en agua destilada estéril (Pursel y Jonson, 1975). A la
solucion base, se le adicion6 0.3 % ml de yema de huevo y se le centrifugd
a 2000 rpm por 10 minutos para eliminar los sélidos (grumos). La solucion
clarificada se separ6 en una primera fraccion denominada solucién A, y en
una segunda fraccion denominada solucién B, a la que se le adiciond 0.7%

de glicerol.

Cuadro 1. Composicion quimica del dilutor BTS (Beltsville Thawing Solution)

empleado para la criopreservacion del semen de verraco.

BTS (Beltsville Thawing Solution)

Componente
Glucosa (g) 3.7
EDTA* (g) 0.125
Citrato de sodio (g) 0.6
Bicarbonato de Sodio (g) 0.125
Cloruro de Potasio (g) 0.075
Yema de Huevo (ml) 3
Gentamicina (ul) 50
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Agua Destilada (ml) 50
Glicerol (ml) 7
Total (ml) 100

*EDTA (Acido Etilen Diamino Tetra Acético)

2. Diluyente Tris — Glucosa - Yema de Huevo
Se prepard el dilutor Tris-Glucosa-Yema huevo como dilutor de
congelacion que contiene 3.63 gr de Tris, 0.5 gr de glucosa, 1.95 gr de
acido citrico, 15 ml de yema de huevo y se le centrifugd a 2000 rpm por 10
min para eliminar los solidos (grumos) La solucion clarificada se separ6 en
una primera fraccion, denominada soluciéon A, y en una segunda fraccion

denominada solucion B, a la que se le adicion6 5 ml de glicerol.

Cuadro 2. Composicién quimica del dilutor Tris-Glucosa - yema huevo

empleado para la criopreservacion del semen de verraco

Tris-Glucosa-Yema Huevo

Componente

Tris (g) 3.63
Glucosa (g) 0.5
Acido citrico (g) 1.95
Yema de Huevo (ml) 15
Penicilina (UI) 100000
Estreptomicina (mg) 100
Agua Destilada (ml) 80
Glicerol (ml) 5
Total (mi) 100

d. Dilucion de semen
Para proceder a la dilucidn con el dilutor es preciso eliminar total o parcialmente
el plasma seminal. Para ello se centrifuga a 2000 rpm por 10 minutos y después
se elimina el sobrenadante, y se recupera la porcion espermatica libre de plasma
del fondo del tubo (pellets) lo cual se diluirad con la solucion A, llevar por 15
minutos a la refrigeradora. Pasado los 15 minutos afiadir la solucion B y llevar

nuevamente al refrigerador por espacio de 2 horas (tiempo de equilibrio).
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e. Congelacion de semen

El semen se congeld usando el método de congelacion en pajillas.

Verter el nitrégeno liquido hasta 3 cm de altura dentro de una caja de
tecnopor de 25 x 15 x 15 cm. (largo x ancho x alto, respectivamente).
Colocar en su interior una gradilla o rejilla metalica de 7 cm de alto (esto es
para que la superficie del nitrégeno liquido esté a 7 cm donde se colocaran
las pajiltas cargadas). Cerrar la caja de tecnopor.

Pasado las 2 horas sacar la muestra (pellets + solucién A + B) del
refrigerador, mover el tubo cerrado para homogenizar la muestra, y cargar
las pajillas de 0.25 m.

Sellarlas con alcohol polivinilico por su extremo abierto y sumergir en agua
completamente para que el alcohol polivinilico se solidifique y forme un
tapon.

Retirar el exceso de alcohol polivinilico que pudiera quedar fuera de la
pajilla.

Abrir la caja de tecnopor y colocar las pajillas sobre la rejilla metalica luego
cerrar la caja de tecnopor y dejar 10 minutos para que el vapor de nitrogeno
liquido las enfrien.

Transcurridos 10 minutos, lanzar las pajillas al nitrégeno liquido para su
congelacion completa.

Retirar las pajillas de la caja y almacenarlas en las canastillas del tanque

criogénico.

f. Descongelacion

o Colocar un tubo Falcon en el bafio maria, y también cerca de alli una tijera y

una hoja de papel toalla.

o Retirar la pajilla del nitrdgeno liquido, sostenerta firmemente por el extremo del

tapdn del alcohol polivinilico y sumergirla completamente en el agua del bafio

maria por 30 segundos.

o Retirarla cumplido el tiempo y sacudirla.

49



e Con la ofra mano, secar inmediatamente la pajilla con la hoja de papel toalla
pasando sobre la pajilla s6lo una vez.

o Cortar el extremo de la pajilla por un extremo y colocar este extremo dentro del
tubo Falcon sin tocarlo.

¢ Con la ayuda del dedo mefiique y anular sostener el otro extremo de la pajilla y
cortar este otro extremo, el contenido caera dentro del tubo, luego evaluar la

motilidad masal y espermatozoides vivos.

3.9 ANALISIS DE ESTADISTICO
Para la presente investigacion se evaluaron 2 fratamientos: TO = Testigo = semen
fresco, T1 = TRIS, T2= BTS y 20 repeticiones por cada tratamiento, haciendo un total
de 60 datos. Los datos promedios obtenidos en porcentajes fueron transformados al
arco seno. Para el andlisis estadistico de los datos se utilizara el disefio de bloques
completamente al azar D.B.C.A.

El modelo estadistico empleado para el anélisis de varianza es el siguiente:
Yix = W + Ti+ Bj+ Ei

Dénde:

Yik = Corresponde a las variables de motilidad espermatica y espermatozoides
vivos, en el i-esimo (=1 y 2) verraco; en la j-ésima (j=1, 2, 3, 4 ,5...10)
observacion.

U = es la media general, de la variable expuesta en cualquier observacién sin
interesar el verraco estudiado.

Ti = es el efecto del i- ésimo dilutor estudiado, dondei= 1y 2.
B; = es el efecto del j-ésima es la edad del verraco, donde j=1y 2.

ek = eselerror asociado a la -ésima observacion, del i-esimo verraco.

Se usd los paquetes y software estadisticos, como el SAS PSS version 9.1 y el
programa Excel.
Se aplico la prueba de Tukey, al nivel de 5% de probabilidad para analizar las

diferencias entre las medias de las variables en estudio.

50



CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los resultados obtenidos se muestran por separado para cada una de las variables
analizadas en los tratamientos; asi mismo se presentan los resultados que se obtuvieron

de la evaluacion del semen en fresco y al descongelado.
41 EVALUACION SEMINAL EN ESTADO FRESCO

El porcentaje de motilidad masal y espermatozoides vivos de los verracos mejorados,
varian significativamente (p<0,05). Estas variables microscopicas también son
influenciadas por la edad.

Cuadro 3. Se muestran los valores promedios y desviacion estandar obtenidos

para las variables evaluadas en estado fresco.

9 MESES 36 MESES
VARIABLE Promedio + d.e Promedio £ d.e
MOTILIDAD MASAL (%) 83.40+3.34 81.05+4.97
ESPERMATOZOIDES VIVOS (%) 82.10+2.29 80.35 + 2.63

El resultado obtenido para la variable motilidad espermética (Cuadro 3), es
Iigeramente inferior al que reporto Guzman, (2003) quien evalué semen de porcino
antes de su criopreservacion y obtuvo una media de 85% en semen fresco. Por ofra
parte, Cordova ef al., (2004) realizaron un estudio de criopreservacion de semen
porcino y obfuvieron una media de 84.76% de motilidad espermatica en semen

fresco; este resultado es superior a lo obtenido en la presente investigacion.
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El resultado obtenido para la variable espermatozoides vivos (cuadro 3), es
ligeramente inferior con la que reportd Benitez, (2004) quien evalué la
criopreservacion de eyaculados y obtuvo una media de 82 % de espermatozoides
vivos en semen fresco. Por otra parte los resultados de la presente investigacion es
superior a lo que reportd Mufioz, (2008) quien realizd un estudio de criopreservacion
de semen porcino y obtuvo una media de 75.1% de espermatozoides vivos en semen
fresco.

El hecho que se haya presentado diferencias entre el porcentaje de motilidad masal y
espermatozoides vivos de esta investigacion y las mencionadas anteriormente puede
deber se a la diferencias de razas entre sementales, asi como las edades vy

condiciones ambientales que prevalecieron en distintas investigaciones.

4.2 EVALUACION SEMINAL POST CONGELAMIENTO
4.2.1 MOTILIDAD MASAL
Los porcentaje obtenidos de la variable motilidad masal, varian
significativamente (p<0,05), en cuanto a las edades de los verracos y los
dilutores evaluados en investigacion como se muestran en el cuadro 4.

Cuadro 4. Motilidad masal por tipo de diluyente en semen post
congelamiento.

9 MESES 36 MESES

DILUTORES Promedio  d.e (%)  Promedio £ d.e (%)
BTS" 45.15 + 1,062 4391 £ 1,03
TRIS? 37.95 + 1.265 3597 + 127

1.2 Dilutores empleados en los tratamientos.

ab. Diferentes superindices dentro de una columna indican diferencias significativas
(p<0.05)

Como se muestra en el Cuadro 4, se evidencian principalmente que la mejor

motilidad masal de los espermatozoides post congelamiento, se obtuvo con el
dilutor BTS presentando un 45.15% (9 meses) y 43.91% (36 meses) de
motilidad masal, porcentajes que son superiores al dilutor TRIS que se obtuvo
37.95% (9 meses) y 35.97% (36 meses) de motilidad masal.
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Al ejecutar el andlisis de varlanza a los datos mencionados post
congelamiento, se pudo determinar que existen diferencias significativas entre
los tratamientos evaluados en su mofilidad masal por lo que se demuestra

estadisticamente que uno de los tratamientos es diferente al otro.

Mientras tanto los resultados obtenidos de esta investigacion (cuadro 4),
también son superiores a lo que reportd Carpio, et al., (2008), quien obtuvo

una motilidad de semen post congelado de 34.5%, utilizando como dilutor BTS.

Para hacer algunas comparaciones de mofilidad con ofras especies a los
resultados obtenidos hay una serie de investigaciones, como lo efectuado en
semen de ovinos, Cabrera et al,, (2010) reporta que en ovinos Assaf y
Blackbelly, la motilidad del semen descongelado fue de 63.77% y 62.33%
respectivamente, utilizando como dilutor Tris.

En caprinos, Tapia, ef al., (2001) quienes evaluaron un método de congelacion
utilizando dilutor TRIS y obtuvieron 49.7% de motilidad masal. Muioz, (2008)
al investigar el efecto del diluyente TRIS en semen de Ciervo (pudd) encontré
resultados al post descongelado de 53.4% de motilidad masal.

Del mismo modo Cérdova et al., (2004) quienes realizaron un estudio de
criopreservacion de semen porcino y obtuvieron una media de 47.14% de
motilidad espermaética post descongelado. Por ofra parte estos resultados de la
investigacién son superiores a los que reportaron Bathgate et al., (2006),
quienes analizaron la motilidad en espermatozoides criopreservados de
porcinos, reportando un 33% de motilidad espermética.

En el cuadro 4 los resultados muestran que son superiores a los que
reportaron Carpio et al., (2008) quienes realizaron un estudio de métodos de
congelacion en pajillas de 0.5 mt (34.5%) de motilidad masal. Sin embargo,
Pursel y Johnson (1975) reportaron una motilidad masal inferior para semen

congelado en pajillas (40%).
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4.2.2 ESPERMATOZOIDES VIVOS
Para esta variable se enconfraron diferencias estadisticas significativas entre
dilutores (p<0.05), el mejor resultado presento el diluyente BTS, encontrandose

diferencias entre estos tratamientos {Cuadro 5).

Cuadro 5. Espermatozoides vivos por tipo de diluyente en semen post
congelamiento.

9 MESES 36 MESES
DILUTORES Promedio + d.e Promedio + d.e
BTS? 48.65 + 0.972 46.95 + 1.712
TRIS? 4510 + 0.88p 43.99 + 0.89b

1.2 Dilutores empleados en los tratamientos.

ab, Diferentes superindices dentro de una columna indican diferencias significativas
(p<0.05)

Como se muestra en el Cuadro 5, el mayor porcentaje de espermatozoides

vivos de post congelamiento, se obtuvo con el dilutor BTS presentando un
48.65% (9 meses) y 46.95% (36 meses), resultados que son superiores al
dilutor TRIS que se obtuvo 45.10% (9 meses) y 43.99% (36 meses) de
espermatozoides vivos.

Al ejecutar el andlisis de varianza a los datos mencionados post
congelamiento, se pudo determinar que existen diferencias significativas entre
los tratamientos evaluados en espermatozoides vivos por lo que se demuestra

estadisticamente que uno de los tratamientos es diferente al otro.

Los resultados obtenidos de esta investigacion (cuadro 5) son superiores a los
que reporté Carpio, ef al,, (2008) al evaluar la respuesta de criopreservacion
obtuvo espermatozoides vivos en semen congelado de 40.7%, utilizando como
dilutor BTS. En otro estudio Guthrie y Welch (2005) reportan estos mismos
resultados al congelar semen de verraco con dilutor BTS de 44.2%

espermatozoides vivos.

Para hacer algunas comparaciones de espermatozoides vivos con ofras

especies a los resultados obtenidos hay una serie de investigaciones, como lo
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efectuado en semen de ovinos, Sandoval et al., 2007 obtuvieron valores post-
descongelamiento  con  dilutor Tris  un porcentaje de 63.12%.de
espermatozoides vivos

En caprinos, Tapia et al (2001) quienes evaluaron un método de congelacién
utilizando dilutor Tris y obtuvieron 55.3% de espermatozoides vivos

Mufoz, (2008) al investigar el efecto del diluyente TRIS en semen de Ciervo
(pudd) encontrd resultados al post descongelado de 47,1% de
espermatozoides vivos.

Los resultados obtenidos son superiores al obtenido por Benitez, (2004), quien
preservd semen de cerdo de distintas razas con la técnica de Westendorf
modificada y el porcentaje mas alto de espermatozoides vivos lo obtuvo en
cerdos Pelon Mexicano, con una media de 31.2 %; por ofro parte los valores
obtenidos en esta investigacion para esta variable son similares a los de
Waterhouse et al., (2006) ya que al evaluar la tolerancia a la congelacion de
semen de cerdo de diferentes razas, observaron que después de la
descongelacion los porcentajes de espermatozoides vivos se redujeron
significativamente (p<0.05) 48.9% y 45.6%.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos y en funcion a los objetivos planteados, se concluye o

siguiente:

1.

Se demostré que existe efecto sobre la criopreservacion de semen de verraco con

los dilutores empleados.

Los mejores resultados para la variable motilidad masal post descongelamiento,
se obtuvo con el dilutor BTS presentando un 45.15% (9 meses) y 43.91% (36
meses) de motilidad masal, porcentajes que son superiores al dilutor TRIS que se
obtuvo 37.95% (9 meses) y 35.97% (36 meses) de motilidad masal.

De acuerdo a los resultados para la variable espermatozoides vivos post
descongelamiento, se obtuvo con el dilutor BTS presentando un 48.65% (9
meses) y 46.95% (36 meses) de espermatozoides vivos, porcentajes que son
superiores al dilutor TRIS que se obtuvo 45.10% (9 meses) y 43.99% (36 meses)

de espermatozoides vivos.

Con respecto a los resultados obtenidos en la investigacion indicaron que hubo
mejor motilidad masal y espermatozoides vivos post descongelamiento, con el

dilutor BTS en comparacién con el TRIS.



RECOMENDACIONES

En base a las conclusiones obtenidas en el presente estudio para criopreservar
semen de verraco de diferentes edades se recomienda utilizar el dilutor BTS, con

que se obtuvo mejores resultados de motilidad masal y espermatozoides vivos.

Se recomienda realizar mas estudios sobre dilutores en la criopreservacion de
semen de verracos mejorados, en una poblacién mayor para asi poder tener

mejores resultados.

Para obtener una muestra de calidad para la criopreservacion se recomienda
tener en cuenta los materiales estériles, el tiempo que dura entre la obtencion de
la muestra y el traslado al laboratorio, y como minimo 80% de motilidad masal y

espermatozoides vivos.
Inseminar con semen congelado.

Como investigacion secuencial a la presente, se debe ejecutar pruebas
espermaticas post descongelamiento para determinar la condicion de la
membrana celular como la integridad del acrosoma, pruebas hipoosmoticas entre

otros y finalmente la fertilidad de estas células.
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Cuadro N° 6. Datos de la variable motilidad espermatica transformados de Porcentaje a

Arco Seno.

SEMEN FRESCO BTS TRIS

9 MESES |36 MESES |9MESES |36 MESES |9 MESES |36 MESES
80 70 46 445 38 37
85 80 445 446 37.5 37.5
90 75.5 46 42.5 35.5 37.5
80 85 45 445 39 35.5
80 82 43.5 42.5 40 34
85 85 46.5 45 37.5 35.6
84 80 45 44 38.5 36.5
85 85 45,5 42.5 37 35.6
80 85 43.5 45 37.5 34
85 83 46 44 39 36.5

TRANSFORMACION A ARCO SENO
SEMEN FRESCO BTS TRIS

9 MESES |36 MESES | 9 MESES |36 MESES | 9 MESES |36 MESES
1.11 0.99 0.75 0.73 0.66 0.65
117 1.1 0.73 0.73 0.66 0.66
1.25 1.05 0.75 0.71 0.64 0.66
1.11 147 0.74 0.73 0.67 0.64
1.11 113 0.72 0.71 0.68 0.62
1.17 1.17 0.75 0.74 0.66 0.64
1.16 1.1 0.74 0.73 0.67 0.65
1.17 1.17 0.74 0.71 0.65 0.64
1.11 117 0.72 0.74 0.66 0.62
1.17 1.15 0.75 0.73 0.67 0.65

Cuadro N° 7. Analisis de varianza para la variable motilidad espermética.

Fuente Grados de Sumade |Cuadradode| F-Valor Pr>F
libertad cuadrados la media
Modelo 3 2.71094833 | 0.90364944 882.99 <.0001
Error 56 0.05731000 | 0.00102339
Total correcto 59 2.76825833




Cuadro N° 8. Coeficiente de determinacion, coeficiente de variacion, raiz cuadrada del

medio del error y media de la variable motilidad espermatica.

Coeficiente de
R-cuadrado Raiz MSE Media
Variaciéon
0.979297 3.804620 0.031991 0.840833

Cuadro N° 9. Analisis de varianza para la variable motilidad espermatica (tratamiento y

bloque)
Grados de Cuadrado de
Fuente Anova SS F-Valor Pr>F
libertad la media
Trat 2 270433333 | 1.35216667 1321.26 <.0001
Blogue 1 0.00661500 | 0.00661500 0.0138

Cuadro N° 10. Comparacion de medias a través de [a prueba de Tukey para la variable

motilidad espermatica en tratamientos

Grupos de Numero de
Media Tratamientos
Tukey observaciones
A 1.13750 20 0
B 0.73250 20 1
C 0.65250 20 2

Cuadro N° 11. Comparacion de medias a través de la prueba de Tukey para la variable

motilidad espermatica en blogues.

Numero de
Grupos de Tukey Media ) bloque
observaciones
A 0.851333 30 1
0.830333 30 2

)2



Cuadro N° 12. Datos de la variable espermatozoides vives {ransformados de porcentaje a

arco seno.
SEMEN FRESCO BTS TRIS
9 MESES |36 MESES | 9 MESES |36 MESES | 9 MESES | 36 MESES

815 78 47.5 48.5 455 44.5

80.5 80 49 48 45 45
79 79 50 47 445 44.5
85 85 50 48.5 46 45
80 79 48.5 45.5 455 43
82 80.5 49 47.5 46.5 45
80 80 47 47.5 435 43.5
85 78 49 48 46.5 43
85 - 80 48 46 44.5 434
83 84 48.5 43 44.5 43

TRANSFORMACION A ARCO SENO
SEMEN FRESCO BTS TRIS
9 MESES |36 MESES | 9 MESES |36 MESES | 9 MESES | 36 MESES

1.13 1.08 0.76 0.77 0.74 0.73
1.11 1.11 0.78 0.77 0.74 0.74
1.09 1.09 0.79 0.76 0.73 0.73
1.17 1.17 0.79 0.77 0.75 0.74
1.1 1.09 0.77 0.74 0.74 0.72
1.13 1.1 0.78 0.76 0.75 0.74
1.11 1.1 0.76 0.76 0.72 0.72
1.17 1.08 0.78 0.77 0.74 0.72
147 1.11 0.77 0.75 0.73 0.72
1.15 1.16 0.77 0.72 0.73 0.72

Cuadro N° 13. Anélisis de varianza para la variable espermatozoides vivos

Grados de Suma de Cuadrado
Fuente F-Valor Pr>F
libertad cuadrados | de la media
Modelo 3 1.87293000 | 0.62431000| 1584.59 <.0001
Error 56 0.02206333 | 0.00039399
Total correcto 59 1.89499333




Cuadro N° 14. Coeficiente de determinacion, coeficiente de variacion, raiz cuadrada del

medio del error y media de la variable espermatozoides vivos.

Coeficiente de
R-cuadrado Raiz MSE Media
Variacion
0.988357 2.271934 0.019849 0.873667

Cuadro N° 15. Analisis de varianza para la variable espermatozoides vivos (tratamiento y

bloque)
Grados de Cuadrado
Fuente Anova SS F-Valor Pr>F
libertad de la media
Trat 2 1.86876333 | 0.93438167 2371.60 <.0001
Blogque 1 0.00416667 | 0.00416667 10.58 0.0019

Cuadro N° 16. Comparacion de medias a través de la prueba de Tukey para la variable

espermatozoides vivos en tratamientos

Grupos de Media Numerq de Tratamientos
Tukey observaciones
A 1.122500 20 0
B 0.766000 20 1
C 0.732500 20 2

Cuadro N° 17. Comparacién de medias a través de la prueba de Tukey para la variable

espermatozoides vivos en blogues.

Grupos de Tukey Media Numerq de bloque
observaciones
A 0.882000 30 1
B 0.865333 30 2




Cuadro N° 18. Datos de mofiiidad espermatica y espermatozoides vivos en estado fresco
transformado a Arco Seno.

MOTILIDAD ESPERMATOZOIDES VIVOS
9 MESES 36 MESES |9 MESES 36 MESES
1.11 0.99 1.13 1.08
1.17 1.11 1.11 1.1
1.25 1.05 1.09 1.09
1.11 1.17 1.17 1.17
11 1.13 1.11 1.09
1.17 1.17 1.13 1.11
1.16 1.1 1.1 1.11
1.17 1.17 117 1.08
1.11 1.17 1.17 1.11
1.17 1.15 1.15 1.16

Cuadro N° 19. Datos de motilidad espermatica post congelamiento transformados a Arco
Seno.

BTS TRIS
9 MESES 36 MESES 9 MESES 36 MESES
0.75 0.73 0.66 0.65
0.73 0.73 0.66 0.66
0.75 0.71 0.64 0.66
0.74 0.73 0.67 0.64
0.72 0.71 0.68 0.62
0.75 0.74 0.66 0.64
0.74 0.73 0.67 0.65
0.74 0.71 0.65 0.64
0.72 0.74 0.66 0.62
0.75 - 073 0.67 0.65

Cuadro N° 20. Datos de espermatozoides vivos post congelamiento transformados a Arco
Seno.

BTS TRIS
9 MESES 2.5 ANOS 9 MESES 2.5 ANOS
0.76 0.77 0.74 0.73
0.78 0.77 0.74 0.74
0.79 0.76 0.73 0.73
0.79 0.77 0.75 0.74
0.77 0.74 0.74 0.72
0.78 0.76 0.75 0.74
0.76 0.76 0.72 0.72
0.78 0.77 0.74 0.72
0.77 0.75 0.73 0.72
0.77 0.72 0.73 0.72
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