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RESUMEN

La presente investigacion se realiz6 en el laboratorio de biotecnologia de la
reproduccion, se evaluo el efecto de la leche descremada UHT como extensor
de semen porcino refrigerado, se trabajé con tres tratamientos: TO: (Androstar®
Plus), T1: (Androstar® Plus +2ml de leche), T2: (Androstar® Plus +4ml de leche).
Se manipularon 120 muestras de 10ml, distribuidas en tres tratamientos y cuatro
repeticiones por diez dias. Los datos se analizaron mediante un disefio
completamente al azar, se aplico la prueba Tukey 0,05. Las variables en estudio
fueron: motilidad total, motilidad individual, porcentaje de espermatozoides vivos,
aglutinacion y porcentaje de prefiez, evaluadas con el paquete estadistico
InfoStat 2016. El eyaculado se dividi6 en tres partes, los resultados de las dosis
seminales obtenidos al dia siete muestran que el mejor promedio de motilidad
total corresponde al TO 66,2%, difiere significativamente (p<0,05) de T1 61,7% y
T2 60%; en motilidad individual, TO reporté 50%, superior a T1 49% y T2 48%,
sin encontrarse diferencia significativa (p>0,05); en cuanto al mayor porcentaje
de espermatozoides vivos corresponde al TO 62,2% y T1 61,7%, encontrandose
diferencia altamente significativa (p<0,01) en comparacion con T2 55,2%. Los
primeros cinco dias de investigacion se observaron resultados similares de
aglutinaciones con un 5%, en los ultimos dias se visualizé un aumento de hasta
15%. El porcentaje de prefiez obtenido fue igual para todos los tratamientos con
un 75% (3/4). El dia siete los resultados reflejan los porcentajes minimos para
su utilizacion. Agregar leche descremada como extensor de semen porcino no
tiene efecto.

PALABRAS CLAVE

Disefio completamente al azar, motilidad, espermatozoides, Androstar® Plus,
aglutinacion.
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ABSTRACT

This research was conducted in the laboratory of biotechnology of reproduction,
the effect of skim milk UHT as extender swine fresh semen was evaluated, where
three treatments dealt: TO: (Androstar® Plus), T1: (Androstar® Plus + 2ml milk),
T2: (Androstar® Plus + 4ml of milk). 120 samples of 10 ml, were handled,
distributed in three treatments and four repetitions per ten days. The data were
analyzed using a completely randomized design, the Tukey test was applied 0,05.
The variables studied were: total motility, individual motility, percentage of sperm
alive, agglutination and pregnancy percentage, evaluated with the statistical
package InfoStat 2016. The ejaculate was divided into three parts, the results
obtained of semen doses at the seventh day showed the best average total of
motility corresponds to TO 66,2%, significantly different (p <0,05) T2 T1 61,7%
and 60%; in individual motility, TO reported 50%, higher than T1 T2 48% and
49%, without encountering significant difference (p> 0,05); in terms of the highest
percentage of sperm alive it corresponds to T0 62,2% and T1 61,7%, being highly
significant difference (p <0,01) compared with T2 55,2%. The first five days of
research similar results were observed with clumping 5%, in recent days
increased up to 15% visualized. The pregnancy percentage obtained was equal
for all treatments with 75% (3/4). On day seventh the results reflect the minimum
percentages for their use. Add skim milk as extender swine semen has no effect.

KEY WORDS

Completely randomized design, motility, sperm, Androstar® Plus, agglutination.



CAPITUTO I. ANTECEDENTES
1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

En la actualidad uno de los grandes avances que ha desarrollado la produccion
porcina es la presencia de una mejor genética, la cual se ha alcanzado a través
de la técnica de inseminacion artificial y en nuestro medio ha tomado una mayor
difusion provocando un cambio de mentalidad en los porcicultores
principalmente debido a sus ventajas econdmicas y los buenos resultados
obtenidos por su uso, en la mayoria de los casos ha sustituido la monta natural
(Zaniga, 2006).

Watson et al. (2001) aclaran que la eficiencia reproductiva tiene gran importancia
en la produccién porcina, la cual se evalla a través de la productividad de la
cerda, y de esta dos pardmetros importantes son el porcentaje de gestacion y la
prolificidad (cantidad de lechones nacidos/camada). Estos parametros
repercuten directamente en la rentabilidad de una explotacion y pueden estar
influenciados por numerosos factores que pueden mejorarse en base a

tecnologias reproductivas como la inseminacion artificial.

La inseminacién artificial, como biotecnologia reproductiva, gana cada dia mas
prestigio debido a su contribucién a la mejora y seleccion animal. Tal es asi, que
algunos investigadores han estimado que de los 72 millones de cerdas presentes
en el mundo, mas del 25% son cubiertas gracias a esta tecnologia (De Cuadro,
2000; Del Toro et al., 2001).

Acosta et al. (2008) afirman que los diluyentes comerciales empleados se han
ido modificando con el propdsito de obtener semen de alta capacidad fecundante
en procesos de inseminacion artificial. Caracteristicas como volumen total,
concentracion y motilidad son indicadores utilizados para valorar la calidad del

semen y su respuesta a la manipulacion.

Se han realizado investigaciones del uso de leche descremada y leche en polvo
como extensor de semen porcino, pero no hubo diferencia alguna, sin embargo

hay una ventaja de la leche descremada que es su consistencia acuosa que



permite al espermatozoide un mejor movimiento, ademas la leche tiene vitaminas

muy importantes para fortalecer la vida del espermatozoide.

En la busqueda de informacion y lo anteriormente expuesto en el documento, se
plantea la siguiente interrogante ¢El uso de leche descremada fluida UHT
mejorara la calidad espermatica y alargaré la vida de los espermatozoides de

semen refrigerado de porcino?



1.2. JUSTIFICACION

Pérez (2001) indica que la Inseminacién Artificial permite elevar el nivel genético
de los animales, teniendo en cuenta que al hablar del valor genético superior no
significa que los animales tengan una buena condicion corporal, o que sea de un
color determinado, sino que la carne de los mismos sea mas magra y en
consecuencia mas sana, que por supuesto, esos animales crezcan mas rapido,
salgan mas jovenes al mercado y requieran menos alimento para llegar a su

peso de sacrificio.

Roberts et al. (2005) revelan que en la actualidad la tendencia en la inseminacion
artificial porcina es reducir el nimero de espermatozoides por inseminacion lo
cual tiene un gran impacto econémico ya que con la misma capacidad instalada

de la granja se puede disminuir el nimero de sementales.

En el mismo sentido Maqueda (2001) reporta que el incremento en el uso de la
inseminacién artificial se debe a diferentes factores como el hecho de que
contribuye al mejoramiento genético por medio del uso de sementales de calidad
comprobada, y que los parametros reproductivos obtenidos son comparables e

incluso superiores a aquellos utilizando monta natural.

Es de gran importancia el estudio del semen porcino ya que los diluyentes de
larga duracién posibilitan el transporte a largas distancias, de esto dependera su
desarrollo y crecimiento econdmico de los futuros productores que obtengan
cerdos de alto valor genético en las regiones identificadas como productoras de

cerdos en el pais.



1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el uso de leche descremada fluida UHT como extensor de semen

refrigerado de porcino.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Valorar el efecto de leche descremada fluida UHT sobre la calidad estructural de

los espermatozoides.

Valorar el efecto de leche descremada fluida UHT como extensor de semen
refrigerado de porcino sobre el porcentaje de motilidad y supervivencia de los

espermatozoides.

Estimar el efecto de leche descremada fluida UHT como extensor de semen

refrigerado de porcino sobre la fertilidad en cerdas.

1.4. HIPOTESIS
El uso de leche descremada fluida UHT mejora la calidad espermética y alarga

la vida de los espermatozoides de semen refrigerado de porcino.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO
2.1. INSEMINACION ARTIFICIAL

La inseminacion artificial ayuda en gran manera a aumentar la produccion de
cerdos, reduciendo considerablemente los costos de mantenimiento de verracos
reproductores, ya que, de un eyaculado, se puede obtener una cantidad
considerable de dosis para inseminar varias cerdas a la vez. Para utilizar el
eyaculado, éste debe ser diluido con el objeto de aumentar su volumen y a la
vez conservar la viabilidad de los espermatozoides por un mayor periodo de
tiempo (Gadea, 2005).

Es una técnica de fecundacion asistida de la cerda, que comprende un conjunto
de pasos necesarios para: obtener (colectar), preparar (analizar, expandir,
dosificar y conservar), introducir y depositar el material seminal del reproductor
y Sus gametos, por via instrumental (catéter), en el momento mas oportuno
(ovulacion de la cerda) y en la zona idénea de la via genital de la cerda (parte
anterior del cérvix uterino), con el proposito de conseguir la fecundacion de los
Ovulos (Calderdn, 2010).

Tander s.f. afirma que el sistema reproductivo de la cerda se presta mejor para
la inseminacion artificial que el de las vacas u ovejas por lo tanto con las cerdas
se ahorra tiempo y mano de obra. No obstante para obtener buenos resultados
se requiere de buenas técnicas de inseminacién artificial y de la fisiologia del

sistema reproductivo de la cerda.

Las fases de inseminacion artificial en las que se divide el trabajo de un
laboratorio son: colecta del semen, evaluaciéon seminal, dilucion, envasado,
conservacion y evaluacion de las dosis (Congreso nacional de porcicultura,
1995).

El desarrollo de la inseminacion artificial con semen criopreservado en granjas
comerciales se ha visto limitado por la dificultad en la conservacion de las dosis

seminales (Rodriguez y Wallgren, 2011).

2.1.1. VENTAJAS DE LA INSEMINACION ARTIFICIAL
Tander, s.f. presenta las ventajas de la inseminacion artificial de la siguiente



manera:

Mejora genética en un periodo corto de tiempo.

Mayor uniformidad de los lotes producidos.

Disminucion en el nUmero de verracos.

Ahorro en instalaciones y alimentacion.

Control en la calidad espermética.

Menor riesgo de transmision de enfermedades por via sexual.
Utilizacion de animales de diferente peso en el cruce.

Ahorro de esfuerzo y tiempo evitando la monta natural.

Evita el estrés en animales con problemas de corazén y cojeras

2.1.2. LIMITACIONES DE LA INSEMINACION ARTIFICIAL

En general, la inseminaciéon artificial se realiza con semen fresco diluido o
refrigerado a 16-18 C, en el mismo dia de extraccion o almacenado por uno a
cinco dias. Sin embargo, a partir de las primeras 24 horas, se produce una
disminucién en los parametros de calidad seminal (Roca et al., 2006 y
Kumaresan et al., 2009).

2.2. COMPOSICION DEL SEMEN DEL VERRACO

2.2.1. LOS ESPERMATOZOIDES

Son células germinales, producto final de procesos de desarrollo complejos y no
pueden experimentar posteriores divisiones o diferenciaciones. ElI método
estdndar para evaluar la fertilidad de machos reproductores, aparte de la
evaluacion directa de su capacidad para causar una prefiez, es la evaluacién
general del semen. Aunque ninguna prueba por si sola puede predecir con
exactitud la fertilidad de una muestra de semen, el examen de diversas
caracteristicas fisicas del semen puede determinar el mayor potencial de

fertilidad (Ultima tecnologia en inseminacion, 2005).

2.2.2. PLASMA SEMINAL

Los espermatozoides se encuentran en el plasma seminal que suministra los
nutrientes necesarios para mantener la elevada actividad metabdlica necesaria
para el proceso de transporte espermatico a traves del Utero de la cerda. Las

diversas glandulas accesorias del aparato reproductor del verraco incorporan al



semen distintas cantidades de electrolitos y otros compuestos. Por ejemplo, las
vesiculas seminales proporcionan casi toda la glucosa y la mayor parte de
potasio, fosforo y nitrdgeno, mientras que las glandulas de Cowper aportan la
mayor parte del sodio, calcio y magnesio (Fuentes, 2005; Gadea, 2005 y
McDonald, 1991).

Los mismos autores manifiestan que los cloruros provienen fundamentalmente
de la prostata y de las secreciones uretrales. La fructosa es el azacar normal del
semen de verraco y puede ser usada por los espermatozoides como fuente de

energia para moverse.

2.3. FRACCIONES DEL EYACULADO
Segun las apreciaciones de Codrdova (2004), Veliz y Gonzélez (2004) la
eyaculacién en los cerdos es de larga duracion, de 10 a 15 minutos y el

eyaculado se divide en 3 fracciones:

2.3.1. FRACCION PRE-ESPERMATICA

Esta constituida por secreciones de las glandulas accesorias, principalmente de
la préstata, vesiculas seminales y grumos procedentes de la glandula de
Cowper, esta fraccion es transparente, sin espermatozoides, con alto contenido

bacteriano y un volumen aproximado entre 10-15 ml.

2.3.2. FRACCION ESPERMATICA
También se le conoce como fraccidn rica en espermatozoides, es de color blanco
lechoso. Constituida de espermatozoides y secreciones de la vesicula seminal y

préstata, con un volumen promedio de 100 ml 0 mas.

2.3.3. FRACCION POST-ESPERMATICA
Es pobre en espermatozoides, constituida por secreciones de la prostata y
glandula de Cowper (tapioca). Es de color blanquecino transparente, con grumos

gelatinosos y un volumen de 200 ml o mas.

2.4. EVALUACION GENERAL DEL SEMEN
Hansen (2011) en base a investigaciones realizadas confirma que el examen

tradicional del semen incluye el olor, color, motilidad y morfologia de los



espermios. En la rutina diaria, el semen se debe evaluar como minimo con un
microscopio de contraste de fases (20x-40x), usando para morfologia una tincién
y contando al menos 100 células por campo. Aungque esto se considera como el

minimo, la tendencia es hacer menos.

El mismo autor comenta que en un trabajo realizado en Dinamarca por la
sociedad de Centros de Inseminacion Artificial Porcina, el analisis detallado del
costo-beneficio analizando motilidad y morfologia con objetivo de 20x y
estableciendo un parametro de calculo compuesto, es posible dividir los verracos
en dos grupos con una diferencia en fertilidad de 0,6 lechones mas en el grupo
de mejor calidad seminal. Esto indica que una mejor evaluacion de la calidad
espermatica, posiblemente mostrara una diferencia ain mayor entre los verracos

con buena o baja calidad seminal.

2.4.1. EXAMEN MACROSCOPICO

24.11. VOLUMEN

Segun el reporte de Mellisho (2010) indica que el volumen varia segun la edad,
tamafio testicular, raza y el estado fisioldgico de cada verraco, entre 50 a 150 ml
de fraccidén espermatica y un eyaculado de 250 ml, aproximadamente.

2.4.1.2. COLOR
Cérdova y Mufioz (2010) expresan que puede variar de un blanco cremoso a un
blanco lechoso, pero en todo caso su apariencia ha de ser opaca, lo que indica

una gran concentracién de espermatozoides.

2.4.1.3. OLOR

Camacho y Morejon (2000) manifiestan que 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 o secreciones prepuciales adquiere un olor muy fuerte caracteristico.

24.1.4. pH
El pH del eyaculado de un verraco depende de la proporcién de constituyente
aportado de las glandulas anexas, puede variar su valor por manipulacion,

tiempo, contaminacion bacteriolégica, concentracion, etc. Debe medirse



inmediatamente obtenido el semen. Para un eyaculado recién obtenido se

admiten valores de 6,4 a 7,4 (Camacho y Morején, 2000).

24.15. VISCOSIDAD

La viscosidad del esperma del verraco varia dependiendo de las glandulas
genitales de donde procede la secrecién y de si estas poseen contenido en
espermatozoides. Dentro de la fraccion no gelatinosa, la viscosidad es

proporcional a la concentracion en espermatozoides (Cordova y Mufioz, 2010).

2.4.2. EXAMEN MICROSCOPICO

24.21. MOTILIDAD

Eumedia (2010) recomienda que es la valoracién cuantitativa del movimiento de
los espermatozoides, la observacion de la motilidad deberd realizarse
inmediatamente después de la recogida ya que los espermatozoides de ésta
pierden rapidamente el movimiento al disminuir la temperatura, aunque solo de
forma transitoria, presentando acinesis. El observar las 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. ldentificando si el

semen esta en una buena calidad.

24.2.2. MOTILIDAD EN MASA

Caicedo y Pérez (2002) detallan que luego de la recoleccion, se coloca en un
porta objetos una gota de semen y se observa al microscopio con el lente de
menor aumento, a temperatura de 25 a 35 °C, para lo cual hay que trabajar en
platina calentable, sin utilizar cubre objetos. La motilidad en masa indica la
concentracion y viabilidad de las células espermaticas. Debe evaluarse en
términos del “movimiento de ondas” fendmeno que se debe a la concentraciéon y

alta proporcion de espermatozoos en movimiento activo.

La actividad del movimiento ondulatorio segun Mufioz y Paucar, (2005) puede

dividirse en 4 categorias:

Muy bueno: torbellino intenso con ondas obscuras y claras.
Bueno: ondas en torbellino més lentas, no tan intensas.

Regular: movimiento lento con menos ondas.
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Malo: muy poca actividad en torbellino o ninguna.

2.4.2.3. MOTILIDAD INDIVIDUAL

Pérez (2002) indica que para observar el movimiento individual de las células se
mezcla una gota de semen con un pequefio volumen de una solucién salina
fisiologica y se observa al microscopio bajo un cubre objetos, con lente de gran
aumento (40 X).

2.42.4. CONCENTRACION

Cérdova y Mufioz (2010) conceptian gue la concentracion es la determinacién
del nimero de espermatozoides por ml de eyaculado. La valoracion de este
pardmetro es fundamental, ya que junto con el volumen del eyaculado
determinan el nimero de dosis seminales para la IA. Una de las técnicas que se
emplea es el recuento directo, en la cual se utiliza un hemocitometro (camara de
Neubauer) y una pipeta deThomas para glébulos rojos. La solucion utilizada para
la inmovilizacion de los espermatozoides estd compuesta de citrato de sodio y

formol al 3% en diluciones con el esperma de 1:200 6 1:100.

Los autores antes mencionados explican que el conteo se realiza directamente
en el microscopio contando los espermatozoides de cinco cuadros grandes del

rayado de la camara en ambos lados.

2.5. ENTRENAMIENTO DEL VERRACO Y PUESTO EN
SERVICIO

Segun los estudios realizados por Glossop, (1995) el entrenamiento del verraco
consiste en hacerlo montar un maniqui o potro y de esa manera poder hacer la
colecta de semen. Este potro debe tener las medidas aproximadas de una cerda
primeriza y debe ser lo suficientemente cémodo para que el verraco no sufra
dafo, cuando se inicia el entrenamiento es recomendable utilizar un potro movil
ya que los movimientos estimulan al verraco joven, posteriormente es mas facil

trabajar con un potro fijo, el cual debe ser lo bastante comodo para no dafiarlo.

De igual forma establece que el potro debe de ser impregnado con olores que
estimulen su libido como orines de cerda en celo y porcion gelatinosa de otro

verraco, el entrenamiento se inicia a las 26 semanas de edad, realizandolo todos
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los dias en sesiones de 10 a 15 minutos hasta obtener la primera colecta,
después de esta 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 seré a partir de las 30 semanas.

De Alba (2008) revela que es muy importante que el operario conozca la
conducta sexual del verraco, y que ademas sea observador, paciente,
persistente en su trabajo y, lo que es mas importante, debe estar motivado. El
comportamiento sexual del macho se inicia con una fase de galanteo (el macho
se aproxima al maniqui, olfatea, grufie y se frota contra el potro) seguida de la
monta, ereccion y finalmente la eyaculacion. La observacion de la reaccion del
animal ante el maniqui es fundamental para determinar qué tipo de estrategia o

técnica se debe utilizar para el entrenamiento.

El mismo autor recalca que para que el entrenamiento dé resultados, se debe
intentar que el verraco centre toda su atencion sobre el maniqui desde el
momento en que entra en la sala y, muy importante, que el verraco asocie la sala
de colecta como una experiencia buena y placentera. Esto se consigue con un
buen disefio de la sala y del maniqui junto con una buena interaccion operario-
verraco, hay que masajear la zona del prepucio en verracos jévenes de atras
hacia adelante para estimular que no hayan tenido ninguna experiencia y

realmente desconocen lo que sucede.

2.6. DISENO DEL MANIQUI'

El disefio del maniqui debe recordar la forma de una cerda, con una altura algo
inferior a la de los ojos del verraco, y ser accesible por ambos lados. La parte
superior debe estar realizada en material liso y facil de limpiar y sin bordes
afilados (De Alba, 2010).

De igual manera el mismo autor sugiere que la altura debe ser regulable para los
distintos tamafios de verracos y con un sistema facil de ajustar por el operario.
La estructura soélida y fijada al suelo para poder resistir el peso del verraco y los
golpes que éste da durante la fase de excitacién. En el mercado hay disponibles

potros con resorte de presion de gas, que ademas de facilitar el ajuste de la
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altura, dan una sensacion de confort al verraco durante la monta ya que actian

como un amortiguador, por lo que el verraco se acomoda facilmente al maniqui.

2.7. EXTENSOR DE SEMEN

Gadea (2003) asegura que el extensor de semen es una solucién 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.

El autor antes mencionado indica que los espermatozoides se encuentran en el
plasma seminal, que suministra los nutrientes necesarios para mantener una
elevada actividad metabdlica necesaria para el proceso de transporte
espermético a través del aparato 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 reducir la actividad metabdlica de los
espermatozoides, mediante la extensién en un medio adecuado y la reduccion

de la temperatura.

Todos los diluyentes existentes en el mercado tienen en comdn, que estan
formulados para mantener la capacidad fertilizante de los espermatozoides

durante varios dias (Dubé et al., 2004).

2.7.1. ELECCION DEL DILUYENTE

Maqueda (2006) sefiala algunos de los factores en la eleccién del diluyente
como: relacion entre su precio y calidad, la temporada del afio influenciada por
la temperatura y foto periodo, el tiempo de transporte del semen y el tiempo que
pasa entre la produccion del mismo y la inseminacion, 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.

2.7.2. DILUYENTE ANDROSTAR® PLUS
Segun Althouse et al., (2000) Androstar® Plus pertenece al grupo de diluyentes

de larga duracion, que protege a la célula espermatica en situaciones de estrés,
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especialmente si la temperatura de manejo del semen diluido no es la ideal.
Contiene una macromolécula sintética que actla como un protector de las
membranas espermaticas, y antioxidantes efectivos que neutralizan las
moléculas agresivas. Androstar® Plus tiene la capacidad para reducir el
metabolismo espermatico, compensar temperaturas de almacenaje no 6ptimas,
especialmente demasiado bajas, y un efectivo control microbiol6gico mediante

antibioéticos.

Los autores antes mencionados aseguran que estos son aminoglucésidos y
cefalosporinas seleccionados en un proceso altamente sofisticado en el
laboratorio del Centro de Reproduccion de la Universidad Veterinaria de
Hannover, y que exhiben una excelente tolerancia frente a las células
espermaticas, su espectro de actuacion es mayor y mas potente contra gram
positivos y negativos, incluyendo E. Coli, Klebsiella, Proteus, Serratia,
Leptospira, Pseudomonas, Micoplasma y frente a la mayoria de las especies de

salmonellas y enterobacterias.

2.8. CONSERVACION DE LAS DOSIS SEMINALES

Levis (2000) asevera que para poder conservar el semen durante periodos
prolongados es necesario reducir la actividad metabdlica de la célula
espermatica. Esto se consigue mediante la dilucién en un medio adecuado y la

disminucién de la temperatura.

De este mismo modo sustenta que las -caracteristicas especiales del
espermatozoide porcino, en concreto la composicion lipidica de su membrana,
hacen que sea muy sensible a los cambios de temperatura, especialmente a
temperaturas frias, lo que produce una alteracion de la viabilidad espermatica.
Cuando la temperatura del medio es demasiado baja, la fluidez de la membrana
se reduce ya que se producen alteraciones que originan separaciones de las
fases lipidicas. Esta susceptibilidad supone en la practica que las dosis

seminales deban ser conservadas entre 15-18°C.



CAPITULO Ill. DESARROLLO METODOLOGICO
3.1. UBICACION

El trabajo se realizé en la Unidad de Docencia, Investigacion y Vinculacion con
la Comunidad Hato Porcino y el laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccién
de la carrera de Pecuaria ubicado en los predios de la Escuela Superior
Politécnica Agropecuaria De Manabi Manuel Félix Lopez, sitio El Limon, canton
Bolivar, ubicado a 0°, 4923 de latitud sur y 80°, 11°01"" de longitud oeste

15msnm.?!

3.2. CONDICIONES CLIMATICAS

Cuadro 3.1. Condiciones climéticas

Variables Valor
Precipitacion media anual: (mm) 777
Temperatura media anual: (Oc) 26
Humedad relativa anual: (%) 82,0
Heliofania anual: (horas/sol) 925,2
Evaporacion anual: (mm) 1269,6

1/Fuente: Estacion Meteorologica de la ESPAM MFL Mayo 2015

3.3. DURACION
El trabajo tuvo una duracién de cuatro meses, inici6 el dia lunes siete de

septiembre y culminé el 29 diciembre del 2015.

3.4. FACTOR EN ESTUDIO

Leche descremada fluida UHT

3.5. TRATAMIENTOS
TO: Dosis de semen de 100 ml con Diluyente comercial Androstar® Plus

T1: 2 ml de leche descremada fluida UHT por cada dosis de semen de 100 ml

con diluyente comercial Androstar® Plus

T2: 4 ml de leche descremada fluida UHT por cada dosis de semen de 100 ml

con diluyente comercial Androstar® Plus
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3.6. DISENO EXPERIMENTAL
Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) el cual se asigno para las

muestras seminales.

3.6.1. ESQUEMA DEL ADEVA
Cuadro 3.2. Esquema del ADEVA

Fuentes de Variacion Grados de Libertad
Total 12
Tratamiento 2
Error 10

3.7. UNIDAD EXPERIMENTAL
Las unidades experimentales fueron 12 cerdas F1 (landrace x pietrain) y un
verraco de raza yorkshire; y hubieron 120 unidades observacionales (dosis

seminales), cuarenta por cada tratamiento.

3.8. VARIABLES MEDIDAS
3.8.1. VARIABLES INDEPENDIENTES

Dos niveles de utilizacion de leche descremada fluida UHT

3.8.2. VARIABLES DEPENDIENTES
Motilidad total (%)

Motilidad individual (%)
Espermatozoides vivos (%)

Aglutinacion (%)

Cerdas prefiadas (%)

3.9. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de los datos se utilizé el paquete estadistico InfoStat 2016. Los
datos fueron analizados a un nivel de significancia del 5%, se aplicé la prueba
Tukey (0,05) para la separacion de medias y los resultados se presentaron en

gréaficos de lineas.

3.10. PROCEDIMIENTO
3.10.1. ENTRENAMIENTO DEL VERRACO
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Se entrend un verraco de raza Yorkshire, esto consistié en hacerlo montar un
potro todos los dias en sesiones de 10 a 15 minutos hasta que se obtuvo la

primera colecta, después se realizaron colectas cada cuatro dias.

3.10.2. COLECTA DE SEMEN
La colecta se la hizo mediante el método de fijacion manual en un vaso con una

bolsa colectora y filtro, luego de esto se lo llevé a Bafio Maria a 37°C.

3.10.3. DILUCION DEL SEMEN

Con una micropipeta se colocaron 5 pl de semen en 995 pl de agua destilada,
de esta mezcla se depositaron 10 ul en ambas zonas de la camara de Neubauer,
se ubicé el cubre objetos y se procedi6 a realizar el recuento en el microscopio

para obtener la concentracion de espermatozoides/ml.

Se agregaron 47 g de concentrado en polvo de Androstar® Plus a 1000 ml de
agua destilada a 37°C, se dej6 durante 15 minutos para la estabilizacién del pH
tal como lo indica Minitube, luego se agregoé el semen, después de diluirlo se
prepararon las dosis de semen con su respectivo tratamiento, las mismas que se

dividieron en muestras de 10ml.

3.10.4. TRATAMIENTOS

Cuadro 3.3. Tratamientos

Factor A
Leche descremada fluida UHT
Testigo (T0) Androstar® Plus 4 muestras seminales/dia
Tratamiento 1 (T1) Androstar® Plus + 2 ml 4 muestras seminales/dia
Tratamiento 2 (T2) Androstar® Plus + 4 ml 4 muestras seminales/dia

3.10.5. ASIGNACION DE LOS TRATAMIENTOS

La colecta fue dividida por igual para los tres tratamientos y se prepararon 4
muestras de 10 ml por cada uno de estos por diez dias, siendo un total de 120
muestras, para las cuales se utilizé un disefio completamente al azar, el grupo
testigo (TO) fue con Androstar® Plus, el grupo tratamiento (T1) con Androstar®
Plus se le adiciono 2ml de leche descremada fluida UHT y al grupo tratamiento

(T2) con Androstar® Plus se agreg6 4ml de leche descremada fluida UHT.
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3.10.6. MANEJO DE LAS UNIDADES EXPERIMENTALES
El manejo de los grupos se efectué en iguales condiciones sanitarias, las
muestras eran volteadas cada 12 horas para evitar la sedimentacion y

conservadas en una nevera regulada a 17°C.

3.10.7. ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE SEMEN

Las muestras fueron pre calentadas a 37°C durante 15 minutos, antes de ser
observadas en el microscopio. Cada 24 horas se analizaron cuatro muestras por
tratamiento y estas después de abrirlas se desecharon, esto se repitié durante
diez dias, en los cuales se determind porcentaje de motilidad total, motilidad

individual, espermatozoides vivos y aglutinacion.

3.10.8. OBTENCION DE LAS VARIABLES

3.10.8.1. MOTILIDAD TOTAL

Con una pipeta se tomd una gota de la muestra seminal, se la deposité en un
porta objetos y se coloc6 el cubre objetos, se observd en el microscopio
movimientos ondulatorios en la masa de la muestra, esto fue expresado en

porcentaje.

3.10.8.2. MOTILIDAD INDIVIDUAL

La calificacién de la motilidad individual esta expresada en porcentaje, que fue
estimado por la visualizacion con microscopio, en donde se observé la intensidad
de los movimientos del espermatozoide al desplazarse, tomando en cuenta los

gue tuvieron un movimiento rectilineo, progresivo y rapido.

3.10.8.3. ESPERMATOZOIDES VIVOS

Se ubicaron 5l de la muestra seminal en un porta objetos y a este se le adicion6
5ul de eosina, se le colocé el cubre objetos y se dejé por dos minutos, para luego
ser observada en el microscopio, se contaron 200 células para obtener el

porcentaje de espermatozoides vivos.

3.10.8.4. AGLUTINACION
Para representar la cantidad de aglutinaciones se utilizaron cruces “+”, en donde
cada cruz corresponde a un intervalo de 1 a 5 aglutinaciones por campo visual y

esto es cuando los espermatozoides pueden quedar unidos por las colas, las
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cabezas, cola-cabeza.

3.10.85. PRENEZ
Se inseminaron 12 cerdas, cuatro por cada tratamiento, luego de esto se esperoé

21 dias para observar si volvia a repetir celo o si prefid.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. MOTILIDAD TOTAL

En el cuadro 4.1. y en el grafico 4.1., se observa que en el primer dia no hay
diferencia estadistica (p>0,05), el T1 con mayor porcentaje de motilidad total
88%, en el dia dos existe diferencia significativa (p<0,05) entre los tratamientos

por lo tanto el T1 presento el valor mas alto con 87%.

En el dia siete se aprecia que el tratamiento testigo (TO) con 66,2% difiere

estadisticamente (p<0,05) respectoa T1y T2.

En los ultimos dias no hay diferencias estadisticas en los porcentajes reportados,
por lo que disminuye la motilidad tal como lo indican Hernandez et al. (2004),
quienes afirman que la pérdida de esta se debe a diferentes factores,

principalmente a la duracion del periodo de conservacion.

Cuadro 4.1. Medias de porcentajes de motilidad total durante diez dias de conservacion.

Dias
Tratamientos ) 3 4 5 6 7 g 9 10
NS * NS NS NS NS * NS NS NS
TO 833 795b 775 775 788 725 662a 525 450 325
T1 880 870a 813 750 735 730 617ab 550 40,0 300
T2 838 850ab 770 800 750 700 600b 522 40,0 300

Probabilidad 0,1 0,04 0,08 0,1 0,2 0,4 0,04 0,5 0,1 05

Error

estandar 1,85 1,83 1,27 1,46 1,97 1,67 1,54 1,82 2,04 1,86
ay b letras iguales en la misma columna no difieren estadisticamente segun Tukey al 5% de probabilidad
* Significativo al 5%
NS No significativo
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Grafico 4.1. Motilidad total

4.2. MOTILIDAD INDIVIDUAL

En el cuadro 4.2. y en el grafico 4.2., se muestra que en los primeros cinco dias
del experimento, los porcentajes entre los tratamientos son estadisticamente
iguales (p<0,05), por lo que en el primer dia el TO mostr6 mayor motilidad
individual con 75%, en el segundo dia fue mayor en el T2, mientras que en el dia
tres los tratamientos TO y T2 tuvieron una menor motilidad que el T1 en el cual
se observé el 72,5%.

En el cuarto dia los tratamientos TO y T1 indicaron una mayor motilidad con 65%.
Hernandez (2009), Valencia y Guerra (2007), Moraes y Moreira (1995)
plantearon que el descenso gradual de la calidad espermatica con relacién al
tiempo de conservacion, se debe posiblemente al efecto de peroxidacién que

ocurre en los espermatozoides.

El TO en el dia cinco obtuvo la mayor motilidad individual con 63%, no asi en el
dia seis, en el cual se observd una diferencia significativa (p<0,05) lo que
distingue al T2 de los demas tratamientos, en el cual se observo el 65,5% de
motilidad individual. Los porcentajes plasmados en el cuadro 4.2, sefialan que al
finalizar el experimento no se hallaron diferencias estadisticas entre las medias

de los tratamientos.
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Cuadro 4.2. Porcentaje de motilidad individual durante diez dias de conservacion.

Dias
Tratamientos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
NS NS NS NS NS * NS NS NS NS
TO 750 745 70,0 65,0 63,0 625a 500 45,0 35,0 23,7
T1 725 722 72,5 65,0 61,7 575b 490 42,0 35,0 20,0
T2 720 750 70,0 62,0 600 655a 480 45,0 35,5 25,0

Probabilidad 0,3 04 05 0,3 04 0,01 0,7 0,4 09 0,2

Error estandar 1,5 1,6 1,8 1,7 1,5 1,06 1,83 1,78 2,03 2,17
a, b letras iguales en la misma columna no difieren estadisticamente segin Tukey al 5% de probabilidad
* Significativo al 5%
NS No significativo

MOTILIDAD INDIVIDUAL

70,0 e T(

— T2

Porcentaje
B
o
o

Grafico 4.2. Motilidad individual

4.3. ESPERMATOZOIDES VIVOS

Los resultados que se visualizan en el cuadro 4.3. y en el grafico 4.3., muestran
qgue en el dia uno hay diferencia significativa (p<0,05), siendo el T2 el de mayor
porcentaje de espermatozoides vivos con 83%, en el dia dos no se obtuvo
diferencia significativa entre los tratamientos, en el dia tres se establece una
diferencia altamente significativa (p<0,01) y el TO obtuvo un 75,7% de

espermatozoides vivos.

En los dias cuatro y cinco hay igualdad estadistica entre las medias de los

tratamientos, sin embargo, el TO revela un mayor porcentaje de espermatozoides



22

vivos 70% y 65,7% respectivamente, resultados inferiores obtuvieron Torres et
al. (2014) en el estudio realizado con diluyente Androstar® plus, en el cual

alcanzaron al dia cuatro un porcentaje de espermatozoides vivos de 51%.

EI TOy T1 en los dias seis y siete, muestran valores superiores los cuales son
altamente significativos (p<0,01) con relacion al T2. En el dia ocho no se
encuentra diferencia estadistica, y este diverja significativamente (p<0,05) el TO
con 51,5% en el noveno dia y en el dia diez se observo que TO y T1 difieren
estadisticamente (p<0,01) de T2. Se han comprobado discrepancias en la
capacidad de preservacion de los diluyentes comerciales de acuerdo a la raza
(Martin et al., 2013).

Cuadro 4.3. Porcentaje de espermatozoides vivos durante diez dias de conservacion.

Dias
Tratamientos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
* NS . NS NS . . NS * o
T0 827a 790 757a 70,0 657 655a 622a 565 515a 250a
T1 785b 772 700b 687 655 640a 617a 535 482ab 260a
T2 830a 770 725ab 680 620 592b 552b 502 455b  18,0b

Probabilidad 0,01 0,3 0,006 0,1 0,1 0,001 0,001 0,051 0,03 0,007

Errorestandar 0,94 0,95 0,94 072 127 066 1,31 1,52 1,36 1,47
a, b letras iguales en la misma columna no difieren estadisticamente segin Tukey al 5% de probabilidad
* Significativo al 5%
** Altamente significativo al 1%
NS No significativo
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%0 T1
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40
30
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Gréfico 4.3. Porcentaje de espermatozoides vivos
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4.4. AGLUTINACION
Se observa en el cuadro 4.4. similares resultados de aglutinacion en los primeros
dias, que van de 1 a 5 %. Desde el dia seis comienza un aumento gradual hasta

el dia 10, lo cual da como resultado un 15 % de aglutinaciones.

Harayama et al., (2003) manifiestan que la aglutinacion espermatica es un factor
limitante de la motilidad y puede ser inducida por: accién del cAMP (adenosin
monofosfato ciclico) sobre la concentracion externa de Ca2+, presencia de
plasma seminal (Schmidt y Kamp, 2004) o contaminacion bacteriana. Debido a
que los resultados tuvieron una tendencia similar, no ameritd el analisis

estadistico.

Cuadro 4.4. Aglutinaciones.

TIEMPO TO L 12

R1 R2Z | R3 | R4 | RT | R2Z | R3 | R4 | R1 | RZ | R3 | R4
Dia 1 (+) B [ HIHI®HHEHEH 66 E]
Dia 2 (+) ) | H]H]H[H]EH]EH O EE ]
Dia 3 (+) B [ HIHIHHEHEH O 6 E ]
Dia 4 (+) ) | H]HIH[H]EH]EH O EE ]
Dia § (+) B [ HIHIHHEHEH O 6 O]
Dia 6 (+) ) | HEHE) [ E [ E )] E )
Dia7 | () | () | (W) [ (B [ () [ () [ () | (0 | () | () | () | ()
Dia8 | (++) | () [ (M) [ (H) [ () | (H) | () | () | () | () | () | ()
Dia9 (++) (++) (++) | (+1) | (+4) (++) (+4) (++) (++) (++) (++) (++)
Dia 10 (H+4) | (FH) | (F1) | (FF) | (F44) | (FFF) | (FH) | ($1F) | (FH) | (HHE) | ($14) | (+H1)

(+) 1 a5 % de aglutinaciones

45. PORCENTAJE DE PRENEZ

Se observan que en el cuadro 4.5. los porcentajes obtenidos fueron iguales para
todos los tratamientos 75% (3/4), similares resultados alcanzaron Batista et al.
(2007) quienes reportan porcentajes de gestacion obtenidos en diferentes razas,
con un el 69,9% para el Yorkshire.

En la gestacién obtenida con el semen porcino refrigerado influyen factores
ajenos a este como la alimentacién, manejo y genética (Lewis, 2000), el mismo
que tuvo en cuenta en sus resultados la exactitud en la deteccion precisa del

celo para obtener buenos resultados.
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Cuadro 4.5. Porcentaje de prefiez.

Porcentaje de prefiez
Testigo (T0) Androstar Plus 75%(3/4)
Tratamiento 1 (T1) Androstar Plus + 2 ml 75%(3/4)
Tratamiento 2 (T2) Androstar Plus + 4 ml 75%(3/4)




CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. CONCLUSIONES

El uso de leche descremada UHT fluida como extensor de semen diluido con
Androstar® Plus conserva un porcentaje de motilidad adecuado para la

inseminacion hasta el dia siete.

La leche descremada UHT como extensor de semen porcino no alarga la vida

del espermatozoide.

No tiene ningun efecto adicionar leche descremada UHT como extensor al
semen porcino diluido con Androstar® Plus, sobre el porcentaje de prefiez en

cerdas inseminadas.

5.2. RECOMENDACIONES
Evaluar la leche descremada UHT con un diluyente de semen porcino de corta

duracion.
Seleccionar otro tipo de leche como extensor de semen porcino.

Utilizar una dosis diferente a este experimento de leche descremada UHT al

semen porcino para la inseminacion artificial.
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Anexo 1. Datos de motilidad total de las muestras seminales
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TO T1 T2

TIEMPO
r1 | r2 | rR3 | ra R1 | R2 | R3 | R4 | R1 | R2 | R3 | R4
DIA1 85 | 80 | 83 | 8 | 90 | 85 | 8 | 92 | 80 | 8 | 90 | 80
DIA 2 75 | 80 | 78 | 85 | 85 | 8 | 8 | 90 | 8 | 8 | 8 | 90
DIA3 75 | 80 | 75 | 80 | 80 | 80 | 8 | 80 | 80 | 75 | 77 | 76
DIA4 80 | 75 | 80 | 75 | 75 | 75 | 76 | 74 | 80 | 80 | 75 | 85
DIAS 75 | 80 | 8 | 75 | 70 | 75 | 76 | 73 | 75 | 75 | 80 | 70
DIA6 75 | 75 | 70 | 70 | 75 | 70 | 76 | 71 | 70 | 70 | 75 | 65
DIA7 65 | 70 | 65 | 65 | 60 | 65 | 60 | 62 | 60 | 60 | 65 | 55
DIA 8 55 | 50 | 55 | 50 | 55 | 55 | 50 | 60 | 55 | 50 | 56 | 48
DIA9 40 | 45 | 50 | 45 | 40 | 40 | 45 | 35 | 40 | 40 | 45 | 35
DIA 10 30 | 35 | 30 | 35 | 30 | 30 | 35 | 25 | 25 | 35 | 30 | 30

Anexo 2. Datos de motilidad individual de las muestras seminales
TIEMPO To T2

R1 |/ R2 | R3 | Ra| RL|R2 | R3 | R4 | RL|R2| R3| R4
DIA1 75 | 75 | 80 | 70 | 70 | 75 | 72 | 73 | 70 | 75 | 72 | 71
DIA 2 70 | 75 | 76 | 77 | 75 | 70 | 73 | 71 | 75 | 75 | 80 | 70
DIA3 70 | 70 | 65 | 75 | 70 | 75 | 74 | 71 | 70 | 70 | 75 | 65
DIA 4 65 | 60 | 68 | 67 | 65 | 65 | 70 | 60 | 60 | 65 | 62 | 61
DIAS 65 | 60 | 64 | 63 | 60 | 65 | 62 | 60 | 60 | 60 | 65 | 55
DIA6 60 | 65 | 62 | 63 | 55 | 60 | 58 | 57 | 65 | 60 | 61 | 63
DIA7 50 | 50 | 55 | 45 | 45 | 55 | 47 | 49 | 50 | 45 | 48 | 49
DIAS 40 | 50 | 45 | 45 | 45 | 40 | 41 | 42 | 45 | 45 | 50 | 40
DIA9 35 | 35 | 40 | 30 | 40 | 30 | 35 | 35 | 30 | 35 | 38 | 39
DIA 10 20 | 25 | 30 | 20 | 20 | 20 | 25 | 15 | 25 | 25 | 30 | 20




Anexo 3. Datos de espermatozoides vivos de las muestras seminales
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TO T1 T2
TIEMPO R1 R2 R1 R2 R1 R2
DIA1 85 82 | 81 | 83 78 80 81 75 84 83 82 83
DIA 2 81 77 | 78 | 80 79 77 78 75 80 75 76 77
DIA 3 78 74 | 76 | 75 73 67 70 | 70 72 73 74 71
DIA 4 71 69 | 70 | 70 70 68 69 68 68 69 70 65
DIA 5 69 61 | 66 | 67 65 66 67 64 63 60 60 65
DIA 6 66 65 | 64 | 67 64 64 62 66 60 59 60 58
DIA 7 59 64 | 62 | 64 | 58 65 60 | 64 58 53 55 55
DIA 8 58 55 | 57 | 56 56 52 50 | 56 50 51 55 | 45
DIA 9 53 49 | 52 | 52 50 47 48 | 48 45 47 40 50
DIA 10 22 28 | 25 | 25 31 21 26 26 17 19 20 16

Anexo 4. Composiciéon de la leche descremada UHT

Informacion nutricional
Tamafio de la porcién Una taza (240ml)

Porciones por envase Aprox. 4

Cantidad de porcién

Energia (Calorias): 293.3 KJ (70 Cal)

Energia de la grasa: 370 KJ (10 cal)

% Valor Diario

Grasa total lg 2%
Grasa saturada Og 0%
Grasa Trans Og
Colesterol 18 mg 6%
Sodio 100 mg 4%
Carbohidratos totales 11g 3%
Fibra alimentaria Og
Azlcares Og
Proteina 9¢g
Vitamina A 13% Vitamina D3 25 %

Calcio 25 %
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Anexo 4. Leche descremada UHT

Anexo 5. Entrenamiento del verraco
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Anexo 6. Colecta de semen para preparacion de las muestras seminales

00 R T

Anexo 7. Rotulacion y preparacion de las muestras seminales
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Anexo 8. Conservacion de las muestras seminales

Anexo 9. Observacion de las muestras seminales
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Anexo 10. Inseminacion de las cerdas
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