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Prélogo a la tercera edicion

Les entregamos la tercera edicion del manual dedicado a la reproduccion asisti-
da del ganado porcino. Han pasado muchos afios desde cuando por vez primera
salio de la imprenta el "Manual de inseminacion artificial porcina” Este libro,
ilustrativo y comodo para la lectura, ideado por el Dr. Santiago Martin Rillo
(1952-2000), se encontro con tanta y entusiasmada acogida que pronto fue
traducido al inglés por la Dra.Cristian Glossop y al polaco por el Prof. Dr. Jerzy
Strzezek. La segunda edicion vio la luz en 1999, un afo antes del fallecimiento
de su autor, la cual, en el pasado reciente ha servido de modelo para el libro de
Dr. Stanimir Dimitrov y col. presentado en el aio 2010 a los lectores bulgaros.

El Dr. José Luis Garcia Ferrero, el unico veterinario que llegd a presidir el gabi-
nete del titular del Ministerio de Agricultura, en un momento de su “In memo-
riam" (2001) para ANAPORC se pronuncia de esta manera:

"Solo su vitalidad y su entrega, han sido capaces de proyectar toda la ciencia
posible sobre la produccion animal, enriquecida de tal modo, que desde sus
acciones todo parece mas facil, en este complicado campo. El mundo de la pro-
duccion porcina tiene un antes y un después de Santiago Martin Rillo. No hay
ganadero, ni profesional del sector, que no haya aprendido de sus ensefianzas,
de sus consejos y sus soluciones. La capacidad y la fuerza de Santiago Martin
Rillo han roto el marco nacional, para alcanzar una proyeccion internacional,
que no tiene parangon en el campo agrario.”

Actualmente estan en uso las siguientes técnicas de reproduccion asistida de
ganado porcino:

e Seleccion de los futuros reproductores

® Manejo de los verracos para A

e Seleccion de las futuras reproductoras

e Educacion sexual de la nulipara

® Deteccion de celo de las nuliparas y cerdas destetadas
® Inseminacion

* Manejo de granja en continuo o en bandas a 3 ¢ 5 semanas.



Para que sea posible mejorar los resultados de una explotacion sirviéndose de
las ventajas de la |A hace falta formarse y aplicar con todo detalle los protoco-
los que hablan de:

¢ Obtencion del material

- Recogida de los eyaculados

- Recogida de los oocitos mediante laparoscopia o cirugia

- Recogida de los embriones mediante laparoscopia o cirugia

* Tratamientos biotecnologicos

Preparacion de las dosis seminales y envasado/encapsulado
Refrigeracion y conservacion de las dosis seminales
Congelacion y conservacion de las dosis seminales
Descongelacion de las dosis seminales

Separacion espermatica por citometria de flujo
Fecundacion in vitro de los oocitos

Conservacion de los embriones

Vitrificacion de los embriones

e Técnicas de inseminacion de las cerdas
Inseminacion artificial estandar

|A estandar bifasica

IA estandar “manos libres"

Inseminacion postcervical

Inseminacion intrauterina profunda
Inseminacion intraoviductal con laparoscopia

Trasplante de los embriones mediante cirugia o sin ella

Los autores del manual que les entregamos han hecho todo lo posible para
que el texto sea lo mas aproximado al lenguaje del Dr. Santiago Martin Rillo.
El Prof. Dr. José Manuel Sanchez Vizcaino, recordando a su amigo, describe la
forma de ensefianza y divulgacion de éste como un "“intentar llevar los temas
de porcicultura de manera divulgativa y actualizada”

Esperamos que este esfuerzo venga a sumarse a la formidable labor profesio-
nal de nuestro Patron y a contribuir en la imparable mejora de la produccion
porcina. La Fundacion "Dr. Santiago Martin Rillo" hace especial hincapié sobre
la labor benéfica y libre de cualquier remuneracién econdmica de los autores
del libro. Mostramos nuestro agradecimiento a la inmediata respuesta de Prof.
Dr. Adam Ziecik (capitulo 4), del Prof. Dr. Antonio Palomo (capitulo 11) y del
Prof. Dr. Enric Marco (Capitulo 9).






Introduccion

Ventajas de la inseminacion artificial
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® Disminucion del numero de verracos con ahorro de espacio y de costes de
mantenimiento.

e Difusion rapida del progreso genético, mejorando los rendimientos al utilizar
sementales de mayor valor genético obteniéndose una mejora mas rapida en
las explotaciones porcinas.

Produccion de lotes mas homogéneos con destino al matadero.

Incremento en la precision de la evaluacion del valor genético:

Los sementales en |.A. producen una gran descendencia.

La informacién medida en la descendencia e incluida en un indice de selec-
cion aumenta la precision en la evaluacion de los caracteres medidos.

® Incremento en la intensidad de seleccion por aumentar el numero de con-
cepciones por semental via IA en comparacion con monta natural, por lo que
se reduce el numero de sementales a ser seleccionados.

® Permite controlar la calidad espermatica de los sementales que estan sujetos
a multiples efectos medio ambientales, de manejo y sanitarios.

® Reduccion del riesgo de transmision y aparicion de enfermedades infecto-
contagiosas por via sexual.

* Se reduce la entrada de animales portadores de enfermedades del exterior.

* Ahorro de tiempo y esfuerzo evitando la monta natural y el desplazamiento
de los reproductores.

® Permite usar animales de distinto peso en el cruce.

® Reduce el stress de animales con problemas cardiacos o de claudicacion
durante la monta.



El verraco

Anatomia y fisiologia
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2.1 Anatomia del aparato genital masculino
e 1. Testiculo.
e 2. Cabeza del epididimo.
e 3. Cola del epididimo.
® 4. Pene.
e 5 Diverticulo prepucial.
® 6. Glandula bulbouretral.
¢ 7. Glandula vesicular.
® 8. Musculo retractor del pene.
® 9. Vejiga.
® 10. Prostata.

® 11. Uretra.




2.2 Fisiologia del aparato genital del verraco

Las principales hormonas reguladoras del sistema reproductivo del macho son:

- La hormona liberadora de gonadotrofina o gonadorrelina (Gn-RH) producida
en el hipotalamo.

- La LH, hormona luteinizante, y la FSH, hormona foliculoestimulante, que se
producen en el Iobulo anterior de la hipofisis y estan bajo el control de Gn-RH
mediante mecanismos de retroalimentacion negativa.

- Testosterona, principal esteroide producido por las células de Leydig.

La hormona luteinizante, LH, es la que estimula las células intersticiales, célu-
las de Leydig, para que segreguen testosterona.

La hormona foliculoestimulante, FSH, actua sobre las células de Sertoli. Es la
responsable de la estimulacion del crecimiento de los tubulos seminiferos y de
la espermatogénesis por influir al transporte de los androgenos: testosterona
procedente de los testiculos y androstediona sintetizada por glandulas supra-
rrenales.

La testosterona marca los caracteres anatdmicos del macho, controla el com-
portamiento sexual, espermatogénesis, la actividad de las glandulas sexuales
accesorias y el mecanismo de ereccion.

Se considera que un verraco adquiere la pubertad cuando aparecen esperma-
tozoides libres en los tubulos seminiferos y se inicia su almacenamiento en el
epididimo, es decir, hacia los 4-5 meses de edad. El eyaculado de un verraco
comienza a tener unos parametros de calidad seminal aceptables para su uti-
lizacion en A hacia los 8 meses de vida y siempre que se hayan obtenido al
menos 6-7 eyaculados con anterioridad a la entrada del animal en produccion.
La calidad seminal, tanto en volumen como en concentracién, aumenta hasta
la edad de 2-3 afios de vida para empezar a descender a partir de los 3-4 afios.

Los testiculos estan formados por un conjunto de tubulos denominados "tu-
bulos seminiferos” que encierran dos tipos de células: germinativas y células de
sostén llamadas de Sertoli. El tejido intersticial esta formado por tejido conec-
tivo y por las células de Leydig, secretoras de androgenos.

La espermatogénesis, proceso de desarrollo de una célula germinativa en es-
permatozoide maduro, en el verraco dura aproximadamente 34 dias. A conti-
nuacion, los espermatozoides pasan a través de la red testicular y conductos
eferentes al epididimo donde, experimentan una maduracion final durante un
periodo de 14 dias.



Las glandulas sexuales accesorias contribuyen con sus secreciones a la incorpo-
racion de distintas sustancias que constituiran el plasma seminal. Las vesiculas
seminales aportan acido citrico, inositol, ergotioneina, fructosa-glucosa, po-
tasio, fosforo. La prostata aporta fundamentalmente cloruros y una baja con-
centracion de dcido citrico. Las glandulas de Cowper o bulbouretrales aportan
gran cantidad de sialoproteinas ademas de calcio, sodio y magnesio. La funcion
de todas estas glandulas esta relacionada con la secrecidn de testosterona por
parte del testiculo.

Contracciones involuntarias de la musculatura lisa impulsan a los espermato-
zoides desde la cola del epididimo y conducto deferente hacia la uretra, siendo
las contracciones de esta ultima las que impulsan al semen en el momento de
la eyaculacion.

En el momento de la eyaculacion el pene se encuentra totalmente extendido,
erecto, gracias a su naturaleza fibroelastica. Su tamafo real cambia poco en
este acto y la impresion del aumento aparente se debe a la relajacion del mus-
culo que regula la curvatura sigmoidea. Esto permite la salida y endurecimiento
del pene.

Durante la eyaculacion se mezclan casi de manera instantanea en la region de
la uretra pelviana una masa densa de espermatozoides con el plasma seminal
de las glandulas accesorias para formar el fluido, semen, expulsado desde el
pene. El testiculo y epididimo contribuyen con el 5% del eyaculado final mien-
tras que las glandulas accesorias aportan hasta un 95% de su volumen.

2.3 Entrenamiento de los verracos para la inseminacion artificial

El entrenamiento de los verracos consiste en hacerlos saltar sobre un potro o
maniqui para poder realizar la extraccion de semen.

Para proceder, el potro o maniqui ha de ser facil de transportar y ligeramente
mas bajo que la altura de los ojos del verraco, por lo que debe tener las medi-
das aproximadas a una cerda primeriza. Debe ser lo suficientemente comodo
y firme para que el animal no sufra dafio y mantenga la estabilidad durante el
procedimiento.

Hay que tener en cuenta el comportamiento sexual natural del verraco ante
la hembra que de forma general va precedido por olfateos y golpes de hocico
en los flancos y parte posterior produciéndose finalmente el salto en la mayoria
de los casos.



Un verraco puede comenzar a ser entrenado a partir de los 6 - 7 meses de
edad. Los machos adultos que ya han sido utilizados para la monta natural
no presentan ningun inconveniente para someterles a entrenamiento, aunque
en ciertas ocasiones, con determinados machos, no se logra el objetivo de que
salte sobre el potro. Es conveniente que los animales estén alojados individual-
mente, puesto que si estan agrupados resulta mas laborioso su aprendizaje.

El entrenamiento se puede realizar con potro movil o directamente en el potro
fijo situado en la sala de recogida de semen, si bien es recomendable empezar
con el potro movil para que los primeros contactos se realicen en su propia ve-
rraquera. Asi el animal puede centrar su atencion en el “nuevo objeto” que se le
ha presentado. También es importante que estos primeros contactos se hagan
en presencia exclusivamente de la persona encargada de su manejo.

El potro debe estar impregnado de olores que estimulen la libido que se con-
sigue rociandolo con orina de cerda en celo o con semen de otro verraco. El
operador debe realizar movimientos de vaivén con el maniqui para posterior-
mente mantenerlo inmaovil simulando la inmovilizacion de la hembra en celo.
Si las circunstancias lo requieren se podra imitar el grufiido de la cerda durante
el entrenamiento o hablar para llamar la atencion del macho acercandole al
hocico un recipiente conteniendo semen de otro verraco para estimularlo y
atraerlo al potro, colocando a continuacion el recipiente sobre el maniqui para
forzarle a montar si quiere alcanzarlo. Esta operacion se puede realizar también
con pienso.
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Las sesiones han de tener una duracion de 15 minutos aproximadamente v fre-
cuencia diaria, por la mafana y por la tarde. Una vez conseguido que el verraco
salte sobre el maniqui, esta conseguido lo mas dificil. A continuacion se debe
habituar al macho al potro durante 2 semanas con intervalos de descanso de 3-4
dias entre saltos y recogidas de semen. Terminado este periodo se entrara en un
sistema mas adecuado de ritmo de recogidas seminales de acuerdo a su concen-
tracion espermatica; concentraciones de las que se obtengan menos de 15-18
dosis, 1 vez por semana, concentraciones superiores, 3 veces en dos semanas.




Produccion de dosis seminal

Laboratorio, recoleccion y contrastacion
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3.1 Laboratorio de |.A.:
Equipamiento minimo necesario y opciones

Dependiendo del tamafo, funcionamiento del centro y del uso de material des-
echable o de vidrio a continuacion se enumeran los distintos equipamientos
para el laboratorio y opciones existentes:

- Potro de recogida

- Alfombra de goma

- Estufa de calentamiento v esterilizacion (de 40 a 121°C)

- Bano Maria

- Platina calentable a 37-39°C

- Agitador electromagnético con calefaccion

- Sistema purificador de agua

- Microscopio binocular

- Camara de video y monitor

- Colorimetro

- Balanza electronica

- Estufas de doble temperatura Hot.Cold (de 4°C a 60°C).

- Tanque de dilucion

- Nevera de 4°C para material farmacéutico y soluciones de contrastacion.
- Bomba peristaltica para llenado de dosis.

- Selladora de tubos o blister

- Cuarto frio a 16°C (para almacenamiento de dosis).

- Estufa de conservacion a 16°C para el almacenamiento de dosis.

- Termdmetros maxima y minima



Material de laboratorio

Para la recogida de los eyaculados
- Vasos de precipitado de vidrio de 250 cc /400 cc o vasos plasticos desechables
- Bolsas de plastico con o sin filtro incorporado
- Termos de recogida
- Filtros
- Gomas
- Guantes de latex o vinilo sin talco

- Guantes de plastico

Para la evaluacion de la calidad seminal
- Portaobjetos
- Cubreobjetos
- Probetas graduadas
- Céamara de Burker
- Pipetas Pasteur
- Pipetas de 1 ml cristal 0 automatica

- Pipetas de vidrio de 10 ml

Laboratorio: Zona de contrastacion

- Matraces aforados de 100 ml
- Termometros de alcohol o termdmetro laser

- Gradillas y tubos de ensayo

- Suero fisiologico formolado

- Reactivos comunes: formaldehido al 40%, citrato sodico, cloruro sodico

- Reactivos para tinciones
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Para la preparacion de las dosis seminales
- Matraces Erlenmeyer de 2000 / 5000 ml
- Jarras de plastico 2000 / 5000 ml
- - Bolsas de dilucion
- Diluyente de semen de verraco
- Agua bidestilada o purificada

- Envases de dosis seminales (botellas, tubos, blister...)

Laboratorio: Tanque de dilucion

Para la limpieza del material de laboratorio
- Escurridor de material
- Cepillos para limpieza
- Frasco lavador con canula
- Papel de filtro o secante para mostradores
- Jabon neutro de laboratorio

- Desinfectantes para superficies

20



Para la inseminacion
- Nevera portatil de transporte a 16°C alimentada con bateria.
- Catéteres de inseminacion: de caucho o desechables (espuma o espiral)
- Esterilizador de catéteres (solo si se utilizan catéteres de caucho)
- Toallitas desinfectantes
- Guantes de latex o plastico
- Alforjas de inseminacion
- Feromonas sintéticas en spray
- Balo Maria para calentamiento de dosis a 37°C

- Carro de inseminacion.

Para la gestion del CIA
- Fichas de control de ritmos de recogida
- Fichas individuales de control de verracos
- Fichas de control de inseminacion

- Software de Gestion del CIA y equipo informatico
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3.2 Mantenimiento y cuidado del material de laboratorio

La limpieza del laboratorio de inseminacion artificial y del material utilizado
para procesar las dosis seminales es imprescindible para mantener en perfectas
condiciones la higiene del material de laboratorio y la conservacion de las dosis
seminales.

El laboratorio debe limpiarse después de cada jornada de trabajo y siempre
que sea necesario.

Para que el ambiente en el laboratorio sea lo mas aséptico posible, el material
debe estar el menor tiempo posible sucio. Los pasos para su limpieza y esterili-
zacion son los siguientes:

1.- Enjabonado y lavado del material de vidrio con cepillo de laboratorio para
eliminar la suciedad hidro y liposoluble. El jabon que se utilice en el laboratorio
debe ser de pH neutro y no debe dejar ningun residuo que actie como esper-
micida.

2.- Enjuagado con agua abundante para quitar restos de jabon.

3.- Aclarado posterior con agua destilada para eliminar los restos de agua co-
rriente y las sales minerales.

4.~ Escurrir el material de laboratorio.

5.- Una vez seco, el material de vidrio se introduce en la estufa de esterilizacion
un minimo de 20 minutos a 121° C.

6.- Después de la esterilizacion el material se tapa con papel de aluminio y se
introduce en un armario cerrado para aislarlo del ambiente exterior.

7.- Limpieza de mostradores y puestos de trabajo al acabar la jornada: Lim-
piar con agua y jabon los restos de diluyente, semen, etc. que haya sobre las
superficies, posteriormente, secar con papel limpio, pulverizar alcohol etilico al
70 % y dejar evaporar. Pueden usarse también desinfectantes de superficies
para laboratorios.



- Control de las temperaturas de los aparatos: comprobacion periddica de las
oscilaciones de la estufa de conservacion, bafio de Maria, etc.... mediante el
uso de termdmetro de maxima-minima o mediante el uso de registradores de
temperatura (data-loggers).

- Limpieza periodica de bafo de Maria
- Ajuste y limpieza periodica de microscopio.
- Limpieza y desinfeccion de las gomas de bomba peristaltica.

- Verificacion o calibracion periddica de los aparatos de medicion: balanzas,
termometros, pipetas automaticas.

3.3 Recoleccion de semen

Cuando los verracos estan habituados a saltar sobre el potro, la extraccion del
semen se debe realizar en un potro fijo ubicado en la sala de recoleccion. La sala
de recoleccion debe asegurar las condiciones de higiene y de sequridad tanto
para el animal como para el trabajador durante la recoleccion. Por la "seguridad
del verraco” entendemos toda la actuacion y/o elemento que evite las caidas
y resbalones del animal asi como su exposicion a la presencia del otro verraco.

Todo el material que vaya a recibir y estar en contacto con el semen debe
guardar unas condiciones indispensables:

- Debe estar aprobado como no espermicida.
- Debe estar limpio y esterilizado.
- Debe estar previamente atemperado a 37°C.

El eyaculado se recoge directamente en vaso de precipitado u otros recipien-
tes desechables (vaso o bolsa de plastico) situados dentro de un termo para
mantener la temperatura cercana a los 37°C. A la vez sobre el recipiente se co-
loca un filtro para que durante la recoleccion se impida la mezcla de la fraccion
espermatica del eyaculado con el gel o tapioca u otras particulas extrafas. Ac-
tualmente, en el mercado estan disponibles bolsas de recogida de plastico que
llevan el filtro incorporado. La técnica mas correcta para la extraccion es la de
“"doble guante”, donde el sequndo guante, o guante externo, mantiene limpio
el primero o interior hasta el momento inmediatamente anterior al inicio de la
sujecion del pene para comenzar la recogida.

23



24

Cuando el animal esta sobre el potro, se debe realizar un vaciado de la bolsa
prepucial, presionando la misma para eliminar los restos de orina y liquidos
prepuciales que hubiere. Con cierta frecuencia se aprovecha este momento del
salto para el corte de pelo presente en la apertura del prepucio. Se limpia la
zona con las toallitas desinfectantes que a continuacion se desechan junto al
primer guante de los dos que protegen la mano del operario.

Al exteriorizar el glande, el operario ha de sujetar el pene del verraco sin ejer-
cer una gran presion y de tal forma que sus dedos queden al borde de la espiral
del glande o "tirabuzon” Esto permite mediante suaves tirones, a extender del
todo el pene y colocarlo en posicion horizontal, posicion que ha de mantenerse
alolargo del tiempo de eyaculacion. Con eyaculados que tengan problemas de
aglutinacion es conveniente realizar la recoleccion sobre 100 cc. de diluyente
MR-A® a 37°C. Al terminar la recogida, se desechan el filtro y el sequndo guan-
te. De inmediato, pasar el recipiente
con el eyaculado al laboratorio a tra-
vés de la ventana de comunicacion.

Las ventajas de la recoleccion de se-
men sobre 100 cc de diluyente atem-
perado son:

- El semen cae sobre un medio ade-
cuado.

- El diluyente empieza a "trabajar"
inmediatamente.

- El liquido tiene menor variacion de temperatura que un objeto de plastico u
otro material inerte (termo, bolsa o vaso de recogida).

- Permite alargar el tiempo entre recogida y dilucion del eyaculado. Sin dilu-
yente, este tiempo no debe ser mayor de 15 min.

- Disminuye la aglutinacién de los eyaculados.
{ATENCION!

No hay que hacer cambios en los
célculos de la concentracion esper-
matica del eyaculado, solo usar con
esta finalidad el volumen de recogida
(vol. semen + vol. diluyente) en vez
de solo el volumen de semen.



El eyaculado del verraco se compone de tres fracciones:

La fraccion pre-espermatica es la primera emision de eyaculado. No interesa
recogerla ya que no contiene espermatozoides y suele tener una carga alta-
mente contaminante. Es transparente, muy liquida y de escaso volumen, 10-15
cc aproximadamente.

La fraccion espermatica o rica en espermatozoides viene a continuacion de la
primera fase y sale rapidamente debido a la primera contraccion que sufre la
cola del epididimo. Es de color blanco y muy densa, de aspecto “lechoso” Tiene
una gran concentracion de espermatozoides y un volumen cercano a los 100
cc. Esta es la fraccion que mas nos interesa recolectar para la |.A.

La fraccion post-espermatica o pobre en espermatozoides esta constituida
por secreciones de las glandulas accesorias del aparato reproductor del verra-
co y con escasos espermatozoides. Es de color blanquecino transparente, con
grumos gelatinosos a lo largo de su emision, con un volumen aproximado de
200 cc. Puede estar intercalada con emisiones intermitentes de fraccion rica,
por lo que conviene estar atento para aprovecharlas durante la recogida. Esta
fraccion, al tener gran cantidad de plasma seminal, actua estimulando a los es-
permatozoides, por lo que su utilizacidon en L.A. no es recomendable si queremos
conservar el semen por mas de 24 horas. Sélo se recomienda recoger la parte
mas lechosa de esta fraccion, dirigiendo la caida de la parte que es totalmente
transparente fuera del termo.

Durante toda la eyaculacion, sobre todo en la primera y tercera fase se expul-
san unos grumos gelatinosos conocidos vulgarmente como “tapioca” proce-
dentes de las glandulas de Cowper que actlan como tapon para el cervix de |a
cerda en condiciones de monta natural. Este gel o tapioca no interesa recoger
ya que provoca la gelificacion del liquido seminal y debe eliminarse con ayuda
del filtro situado en el vaso o bolsa de recogida.

Una vez recogido el semen, debe llevarse inmediatamente al laboratorio para
su contrastacion y procesado.

Se realizara la recogida de la fraccién rica o bien una fraccién intermedia de
150 cc o superior cuando la concentracion sea elevada y el numero de dosis
previstas para preparar nos indique que la dilucion (semen-diluyente) puede
ser superior a 1:25.

El grado de dilucion de un eyaculado nos indica la relacion entre el volumen
de semen y de diluyente. Siempre debe estar entre 1:4 y un maximo de 1:25,
debiendo saber que la mejor conservacion de las dosis se obtiene cuando el
grado de dilucion se situa alrededor de 1:10.
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La férmula para el calculo del grado de dilucion es la siguiente:

(Volumen de dosis x N° de dosis) - Volumen de semen*

Volumen de semen*

*Atencion: Para conocer el volumen de semen si se recoge sobre diluyente
hay que restar el volumen de diluyente afiadido del volumen total de recogida.

3.4 Contrastacion del semen

La contrastacion o evaluacion de se-
men es fundamental para detectar
problemas de subfertilidad e inferti-
lidad en el verraco, consecuencia de
distintos factores que influyen sobre
la calidad seminal, como son los fac-
tores medioambientales, el estado
nutricional, condiciones sanitarias,
etc.

Las técnicas de contrastacion del semen en la practica, deben cumplir tres
requisitos: sencillez, rapidez y economia.

La evaluacion del semen, valiéndose de diversas técnicas laboratoriales, per-
mite en la actualidad obtener un informe de espermiograma con el que se pue-
de determinar la calidad espermatica con mucha precision, lo cual es funda-
mental para optimizar al maximo el potencial reproductivo de los sementales.

Por una parte, estas técnicas de evaluacion seminal permiten identificar a
aquellos verracos que pueden estar produciendo semen con mala calidad, pre-
viniendo un descenso en los resultados de fertilidad y/o prolificidad obtenidos,
y por otra parte, permiten identificar a los verracos con mejor calidad seminal,
lo que determinara la optimizacion del uso de aquellos que tienen una mayor
capacidad fecundante.



Podemos resumir las técnicas de contrastacion, en el siguiente esquema:

Evaluacion macroscopica:
* Color
e QOlor

® \lolumen

Métodos microscopicos:
* Motilidad
¢ Grado de aglutinacion
e Concentracion espermatica
* Morfologia del espermatozoide.
® |ntegridad de acrosomas.
® Funcionalidad espermatica.

® Grado de contaminacion.

Analisis bioquimicos:
Analisis enzimaticos:
* Determinacion de AAT (aspartato amino transferasa)
e Determinacion de acrosina
Composicion del plasma seminal:
® Proteinas
* (alcio
e Zinc
® Magnesio
Composicion fosfolipidica de membrana espermatica

Estudios del nivel metabdlico espermatico
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Control de presencia de crecimiento de bacterias en semen diluido e identifica-
cion de gérmenes mediante cultivos bacterioldgicos

® Determinacion de fragmentacion del DNA mediante TUNEL o mediante COMET.
® Uso de cromomiocianina A3
® SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay)

® SCDt (Sperm Chromatin Dispersion Test)

e Test de union de espermatozoide con zona pelucida
e Test de penetracion de ovocitos de hamster libres de zona peltcida (SPA)
e Test de Fertilizacion In Vitro FIV homologo

® Ensayo union espermatozoide-oviducto

Una vez el eyaculado llega al laboratorio, los parametros que pueden evaluar-
se son los siguientes:

Se observa si el color blanquecino del semen es nitido, o esta enturbiado con
otros tonos, como marron, rojizo o amarillento. La aparicion de colores u olores
anomalos puede ser debida a alteraciones patologicas del aparato genital o a la
mezcla del semen con orina durante la eyaculacion.

Se mide la temperatura del semen en el vaso de recogida antes de situarlo
dentro del bafio de Maria (o estufa de conservacion) a una temperatura entre
33 -37°C dependiendo de la forma de trabajar. Comprobar que la diferencia de
temperatura entre el eyaculado recogido vy el bafio de Maria no sea superior
a 2°C. Si esto ocurre, se ajusta siempre la temperatura del bafio de Maria a la
temperatura del semen, nunca al revés. También se puede mantener el eyacu-
lado a estas mismas temperaturas pero en una estufa de calor seco.



No mantener nunca mas de 15 minutos el semen puro en el bafio de Maria
antes de la dilucion, para evitar dafios en la membrana espermatica. Como se
ha comentado, esta es una de las ventajas de recoger sobre 100cc de diluyente,
ya que esta practica permite alargar el tiempo entre la recogida y la dilucion.

Se cuantifica en cc o ml. Para realizar su medida se utilizan probetas graduadas
0 una balanza, pesando el eyaculado y habiendo tarado previamente el vaso de
recogida. Se considera que 1gr = 1cc.

El volumen normal de la fraccion rica del eyaculado oscila entre 50 y 150 cc
aproximadamente. Varia segun la edad, tamafo testicular, raza y estado fisio-
l6gico de cada verraco

® Mediante visualizacion por microscopia:

Se evalua colocando una gota pequefa del eyaculado en un portaobjetos
atemperado a 38 -39°C, y sobre ella se coloca el cubreobjetos. Para atemperar
el material se necesita una platina calentable. La muestra se observa a través
del microscopio a 100 - 200 aumentos, evaluando el movimiento general (valo-
racion en porcentaje) y el tipo de movimiento individual (puntuacion de 0 a 5).

En el caso de la evaluacion de la motilidad en el semen conservado, se lle-
van a cabo dos observaciones: una se realiza con una gota de semen diluido
y atemperado y la otra con una gota de semen diluido al que se le afiade una
gota de solucion de cafeina (ver Anexo al final del capitulo), que nos sirve para
determinar la capacidad real de movimiento de los espermatozoides.
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* 0.Espermatozoides sin movimiento.

Espermatozoides con movimiento pobre, las cabezas de los espermatozoides quedan fijas, y
slo se mueven las colas, pudiendo girar sobre si mismos. Espermatozoides sin movimiento progresivo.

e 1. Espermatozoides con desplazamiento en circulos y algunos progresivos.
® 2. Movimientos progresivos y sinuosos.
* 3. Movimientos progresivos rapidos.

® 4. Movimientos progresivos muy rapidos.




* Mediante sistemas automaticos de analisis de imagenes CASA (Computer
Assisted Semen Analysis)

Permiten una evaluacion objetiva de la motilidad. Permite un analisis de las
trayectorias de los espermatozoides y su clasificacion porcentual por:

* por progresividad (Estaticos, Moviles no progresivos, Moviles progresivos)
* por velocidad (Rapidos, Medios, Lentos, Estaticos)

* segun la O.M.S: Progresivo rapido (tipo a); Progresivo lento (tipo b); No pro
gresivo (tipo ¢); Inmovil (tipo d)

Al evaluar la motilidad espermatica, a veces == __# LAY
se observan acumulos de células mas o me- ¢ '

nos grandes; es la aglutinacion espermatica.

Esta se evaltia de 0 a +++, siendo las 3 cruces & 4
una aglutinacion muy evidente. Al evaluar la . P
motilidad de la muestra, las células aglutina- 3. »
das no se consideran en el porcentaje total =
de células en movimiento. a9 «5

Es fundamental su célculo, ya que en funcion de la concentracion y del volu-
men del eyaculado, se podra calcular el numero de dosis a preparar. Consiste
en la determinacion del numero de espermatozoides por unidad de volumen.
Esta determinacion se puede realizar por diferentes métodos, siendo los mas
usuales:

e Camaras de recuento celular (Biirker, Neubauer, Thoma...).
¢ Colorimetria.

e Sistema integrado de contaje de espermatozoides mediante microscopia de
fluorescencia (Nucleocounter).

e Sistemas automaticos de andlisis de imagenes CASA (Computer Assisted Se-
men Analysis).

w
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6.1. Recuento de espermatozoides con camara de Biirker:

El recuento con la cdmara de Biirker es el método mas recomendado en centros
de ILA. pequefos por su sencillez y bajo coste.

El procedimiento es el siguiente:

® Mezclar bien el eyaculado antes de tomar 1 ml de semen puro con la ayuda
de una pipeta.

® Realizar una dilucion 1:100 en una solucion de suero fisioldgico formolado
al 3%o (ver anexo), para lo que se utiliza un matraz aforado de 100 cc. Si se
utiliza un matraz aforado de 50cc., entonces hay que afadir solamente 0,5
cc. de semen para mantener la misma proporcion de dilucion.

® Homogeneizar suavemente la mezcla, y tomar con una pipeta Pasteur una
gota para llenar la camara de Blrker.

e Ajustar bien el cubreobjetos en la camara de Birker.

e Situar la pipeta Pasteur entre el cubre y la camara, dejando que el reticulo de
la camara se llene por capilaridad.

® Observar en el microscopio en campo claro a 400 aumentos.

® Realizar el contaje de espermatozoides presentes en 40 cuadrados del reticu-
lo de la camara (A).



Contaremos aquellos  espermato-
zoides cuyas cabezas estén situadas
dentro de los cuadros de la reticula,
y aquellos cuya cabeza toque el lado
superior, el lado derecho y las esqui-
nas superior e inferior derechas del
cuadro.

El area de los cuadros pequenos de
la reticula viene especificada en la ca-
mara de Biirker y es de 0.0025 mm?2.
La altura entre la camara y el cubre
es de 0.1 mm2. Por tanto, el volumen
contenido en cada cuadro es de:

El volumen contenido en los 40 cuadros sera:

A es el numero de espermatozoides en 0.01 mm3. Para transformarlo en cm3:

A x 100
n° de espermatozoides en 1 mm3 x 1.000
n° de espermatozoides en 1 cm3

Como se parte de una dilucion 1:100 el contenido en espermatozoides del se-
men sin diluir sera:

A x 100 x 1.000 x 100
= A x 107 espermatozoides/cm3 de semen puro

Para determinar el nimero total de espermatozoides del eyaculado se multipli-
ca este valor por el volumen del eyaculado V en cm3:

Total de espermatozoides por eyaculado (C)
=VxAx107

w
w
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6.2. Colorimetria:

La determinacion de la concentra-
cion a través del espectrofotometro
o colorimetro es un método muy
utilizado en grandes centros de |.A.
donde se requiere realizar recuentos
de una gran cantidad de eyaculados.
La colorimetria consiste en registrar
la cantidad de luz absorbida por una
muestra. El colorimetro contiene una
célula fotoeléctrica que reacciona al paso de la luz a través de las cubetas,
midiendo la distinta densidad optica de las muestras seminales registrando dis-
tintos valores de absorbancia. Este método de estimacion de la concentracion
se basa en la correlacion que existe entre el numero de espermatozoides por
unidad de volumen con la opacidad del semen. Sin embargo, este método tiene
el inconveniente de presentar importantes errores en la determinacion de la
concentracion de espermatozoides presentes por la impredecible opalescencia
del plasma seminal y porque la concentracion de proteinas presentes en dicho
plasma es muy variable. El colorimetro debe calibrarse con cierta frecuencia,
para evitar los desajustes del aparato

Recta patron del colorimetro:

La construccion de una recta patron consiste en obtener para cada valor de
absorbancia un valor de concentracion espermatica (millones de spz/ml). Este
valor lo podemos obtener mediante contaje con camara de Birker o mediante
otros sistemas como el Nucleocounter. Esto nos permitira construir una recta
patron en la que existe una correspondencia entre los valores de absorbancia
con distintas concentraciones de espermatozoides. Con los datos obtenidos,
podemos obtener la recta patron en Excel mediante un grafico de dispersion
que incluye la ecuacion de la recta y el valor de coeficiente de regresion R2. La
ecuacion sera mas fiable cuanto mas se acerque R2 a 1.

Una vez obtenida una buena recta de calibracion, el colorimetro proporciona
un método rapido de determinacion de la concentracion del semen.

Medicion de absorbancia en el colorimetro.

En el colorimetro, seleccionamos un filtro de 560 nm de longitud de onda
(entre 520 y 590nm).

* Se introduce el tubo (cubeta) con la solucion blanco (diluyente) y se hace
blanco a valor 0 de absorbancia.

 Se extrae el tubo de la solucidn blanco y se introduce el tubo con la muestra,
registrando la medida de absorbancia.
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El Nucleocounter consiste en un microscopio de fluorescencia con un software
integrado capaz de leer y contar las sefales luminosas que desprenden los nu-
cleos de las células espermaticas después de haber sido tefiidas con yoduro de
propidio y después excitadas con luz a una determinada longitud de onda. De
esta forma, el Nucleocounter puede medir la concentracion de semen de verra-
co, tanto puro como diluido en una dosis seminal.

Para realizar el contaje, previamente los espermatozoides se diluyen en un
medio que provoca ruptura de las membranas plasmaticas para exponer el
ADN de las células espermaticas al yoduro de propidio (fluorocromo con afini-
dad por los acidos nucleicos). El aparato emite sobre la muestra luz verde que
hace que el ADN unido al yoduro de propidio de cada espermatozoide se excite
y emita una luz fluorescente que es detectada por el sistema de forma indivi-
dual. El software solo interpreta como espermatozoide las sefiales luminosas
que corresponden a espermatozoides y no las de otro tipo de células, bacterias
ni artefactos, dando asi un resultado mas exacto. El resultado se ofrece en mi-
llones de espermatozoides/ml.

El célculo del porcentaje de formas anormales puede realizarse:
® En el momento del recuento de espermatozoides en la camara de Biirker

¢ Realizando una tincidn total y observando con el microscopio de campo claro
con objetivo de 40 o 100 aumentos las formas anormales existentes en 50-
100 células contadas.

* Fijando una muestra con solucion de citrato-formol (ver Anexo), y observan-
do en un microscopio de contraste de fases las morfoanomalias existentes en
50-100 células contadas con objetivo de 40 o 100 aumentos.
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* 1. Normal

® 2. Microcabeza

® 3. Macrocabeza

® 4. Doble

e 5. Piriforme

* 6. Afilada

® 7. Achatada

* 8. Alargada

9. Desintegrada

© 10. Suelta
* 11. Engrosado
© 12. Filiforme
® 13. Doble
® 14. Partido
* 15. Desprendido
® 16. Flexionado
® 17. Retorcido
® 18. Excéntrico

* 19. Doble

® 20. Partida

® 21. Flexionada

® 22. En latigo

® 23. En ovillo

® 24. Suelta
® 25. Proximal
® 26. Distal
® 27. Distal y cola en latigo

A

=N 1

Formas anormales: Gota citoplasmdtica proximal,

cola en ovillo y cola en ldtigo
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8. Estado del acrosoma:

El acrosoma es una estructura del espermatozoide situada en la parte anterior
de la cabeza y que juega un papel fundamental en la fecundacion, ya que con-
tiene enzimas necesarios para la penetracion del cumulo cophurusy de la zona
pelucida del dvulo. Alteraciones del acrosoma o del proceso de capacitacion
inhiben la capacidad fecundante de la célula espermatica. En un principio, el
analisis del estado del acrosoma quedaba supeditado a laboratorios especia-
lizados que disponian de microscopio de contraste de fases y personal mas
cualificado que realizaba e interpretaba este tipo de analisis, sin embargo, cada
vez es mas frecuente que esta valoracion se realice en los propios laboratorios
de los centros de inseminacion, sobre todo en los de gran tamafo.

8.1. Técnica de evaluacion del estado del acrosoma mediante contraste de fases:

® Colocar en una gradilla pequena tubos de ensayo con aproximadamente 2 ml
de solucion de citrato-formol o solucion de glutaraldehido (ver Anexo).

e Tomar con una pajita o pipeta 1-2 gotas de las muestras del semen.

® En un portaobjetos limpio, poner una gota, y sobre ella colocar un cubreob-
jetos. Afadir una gota de aceite de inmersion.

e QObservar la integridad de los acrosomas con el microscopio de contraste de
fases: a 1000 aumentos (objetivo de inmersion 100x)

® Realizar el contaje de acrosomas normales y dafiados, observando un minimo
de 50 -100 espermatozoides.

Acrosoma normal

! /

s
o

Acrosomas dafiados

AR
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( ) ® 1. Acrosoma normal
| | 1 |
L | NS \ ® 2. Acrosoma dafiado

® 3. Acrosoma perdiendo

® 4. Acrosoma perdido




Cuando el acrosoma esta integro, se observa una es-
pecie de semiluna oscura en la parte mas externa de
la cabeza del espermatozoide. El acrosoma normal tie-
ne la membrana con bordes muy nitidos, sin ninguna
irreqularidad. Cuando el acrosoma empieza a dafarse,
se observan pequefas rugosidades en la membrana, y
al avanzar el deterioro, aparecen pequefas escotadu-
ras e irreqularidades, cada vez mas visibles.

Acrosoma integro

Acrosoma dafiado, perdiendo y perdido

8.2. Técnica de evaluacion del acrosoma mediante tinciones no fluorescentes:
Tincion con Giemsa
Este método de tincion permite valorar el estado del acrosoma.
Reactivos:
® Giemsa 3 ml
® Solucién Sorensen 2 m|
e Agua destilada 45 ml
Procedimiento:

Fijar la muestra con solucion salina formolada (5%) durante 15 minutos. Cubrir
la extension con Giemsa durante 90 minutos. Lavar y secar.
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Tincion con Azul de Anilina

Permite diferenciar morfoldgicamente células espermaticas con
acrosoma integro y daflado, usando microscopio optico simple.

Reactivos:

® Solucion PBS, pH 7,2

e Glutaraldehido al 3% en PBS

® Solucion al 2% de dacido acético
¢ Azul de anilina

Procedimiento:

e Centrifugar 10 ml de semen diluido. Eliminar el sobrenadante y
agregar igual volumen de MRA 'y homogenizar.

® Gotear en lamina portaobjeto y secar a temperatura ambiente
durante 5-10 minutos.

e Fijar en glutaraldehido al 3% por inmersion, durante 15 minu-
tos.

e Escurrir y dejar secar a temperatura ambiente, durante de 15
minutos.

e Sumergir 5 a 6 veces en agua destilada, escurrir el exceso sobre
papel de filtro.

e Sumergir en azul de anilina, durante 30 min. Cubrir con agua
destilada, hasta eliminar restos de colorante. Después, lavar con
frasco lavador, por ambos lados de la Iamina. Dejar secar a tem-
peratura ambiente.

® Qbservar la tincion con microscopio dptico con objetivo de in-
mersion de 100x.



Mediante lectinas unidas a fluoro-
Cromos:

® PSA-FITC (conjugado de Pisum
Sativum con fluoresceina isotio-
cianato): se une a glicoproteina de
la parte externa de la membrana
acrosomal.

® PNA-FITC (conjugado de Arachis
Hypogea con fluoresceina isotiocia-
nato): se une a glicoconjugados de
matriz acrosomal.

* SBTI-Alexa Fluor 488 (conjugado de Soybean Trypsin Inhibitor con el fluoro-
cromo Alexa Fluor 488): se une a la acrosina, proteasa acrosomal.

e Otros compuestos como Lysotracker Green compuesto que penetra en acro-
soma integro (con pH acido 5) manteniendo la fluorescencia si su membrana
esta integra; o mediante inmunofluorescencia indirecta por anticuerpos mo-
noclonales o policlonales unidos a colorantes fluorescentes, en la que éstos
se unen a antigenos de membrana o de la matriz acrosomica.

Se puede evaluar mediante contraste de fases ademas, de forma general el
grado de contaminacion (presencia de bacterias, células de descamacion, plas-
ma seminal...) existente de grado 0 a 3 cruces (+++) o mediante tinciones tipo
Pandptico Rapido.

Las tinciones vitales se utilizan para poner en evidencia la integridad estructu-
ral de la membrana espermatica mediante el uso de colorantes no permeables
que solo penetraran en el interior de la célula si la membrana no esta integra.
Puede realizarse mediante tinciones no fluorescentes (ejemplo: Tripan Azul) y
mediante tinciones fluorescentes (yoduro de propidio)
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10.1. Tincidn con Tripan Azul
Reactivos:
® 2 grde Tripan Azul.
® 100cc de diluyente.
¢ Procedimiento:

® Dilucion del Tripan Azul en el mismo medio de dilucion que los espermato-
zoides.

® Mezcla de la muestra espermatica con un volumen igual de solucion de Tri-
pan Azul 1:1 v/v.

® Incubacion de la dilucion durante 15 minutos a 37°C.
e Extension sobre un porta-objetos atemperado y secado al aire.

Se observaran en microscopio de campo claro: espermatozoides con cabeza blan-
ca (sin tefir) se corresponden con espermatozoides vivos y espermatozoides con
cabeza azulada (tefiidos) que se clasifican como espermatozoides muertos

T Azl
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10.2. Tincion mediante Hancock stain
(eosina-nigrosina)

Reactivos:

* Colorante Hancock Stain (colorante a base de eosina nigrosina)
Procedimiento:

e Calentar las laminas portaobjetos sobre la platina a 37°C.

® Colocar en un extremo de la lamina portaobjeto, una gota del colorante
Hancock (aproximadamente 0,1 ml).



* Con la pipeta pasteur, agregar sobre el colorante una gota de semen puro
recién colectado (aproximadamente 0,1 ml). Mezclar suavemente.

e Cubrir la lamina portaobjeto con una placa petri e incubar durante 30 minutos.
e Con una lamina portaobjetos biselada se realiza una extension a 45°.

e Secar el preparado a temperatura ambiente.

® Qbservar las células espermaticas con microscopio 6ptico a 100x.

e Contar un total de 100 células, entre células no coloreadasy brillantes (cé-
lulas vivas) y células coloreadas (células muertas) realizando un recorrido
por el portaobjeto.

* Obtener el porcentaje de células vivas y células muertas.

Ayudan a determinar no solo la Integridad estructural de la membrana del
espermatozoide y sino también su funcionalidad.

_|"
A) Test de enddsmosis o HOST (Hypo-
osmotic swelling test)

Se valora el porcentaje de esperma-

tozoides con membrana sin altera-

cion estructural que sufren de enro- \
llamiento de la cola tras la incubacion

en un medio hipo-osmotico.
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Test de enddsmosis (HOST)

Para ello se incubaron en un
bafio Maria 37°C, 100 ul de se-
men en 1 ml de una solucion
hipo-osmotica (150 mOsm/
Kg). Tras una hora de incuba-
cion se fija una muestra en
una solucion al 0.2% de for-
maldehido o glutaraldehido.

Existe una modalidad de
HOST con reduccion en el
tiempo de incubacion.

B) Test de resistencia osmotica (O.R.T)

Este test permite hacer una valoracion de la resistencia de las
membranas del espermatozoide a través de unas pruebas de re-
sistencia frente a la temperatura durante un periodo prolongado
de incubacion y frente a un choque osmotico, con lo que queda
de manifiesto la resistencia de la membrana espermatica, espe-

cialmente la acrosomica.
Material necesario:

® Tubos de ensayo de 5 ml.
* \iales de 2 ml.

® Gradillas.

e Pipetas de 1 ml.

® Solucion isosmotica (MR-A®)

® Solucion hipotonica (a 50 ml de diluyente MR-A® se afiaden 50

ml de agua destilada).

* Solucion para fijacion ( glutaraldehido o formaldehido) (ver Anexo).

® Portaobjetos.
® Cubreobjetos.

e Contador celular.

® Microscopio de contraste de fases.



Técnica:

Se ponen 3 ml de diluyente isosmdtico en un tubo de ensayo y en otro 3 ml
de diluyente hipotonico a 37°C. Se afiade 0,2 ml de la fraccion espermatica
del eyaculado a cada tubo con los diluyentes preparados anteriormente y se
incuban en bafo de Maria a 37°C. A los 15 minutos de incubacion, se toma una
muestra de la dilucion con diluyente isosmotico, y se fija con la solucion de
formaldehido o glutaraldehido (ver anexo) y se calcula el porcentaje de acro-
somas normales (a).

A'las 2 horas de incubacion, se toma una muestra de la dilucion con diluyente

hipotonico, se fija de la misma manera y se calcula el porcentaje de acrosomas
normales (b).

El calculo del valor O.R.T. se realiza calculando la media de los dos recuentos:

% Acrosomas a + % Acrosomas b

O.R.T.=

2

La categoria de O.R.T se obtiene con la tabla siguiente:

Categorias Valores de O.R.T.

Categoria 1 69-100

Categoria 3 0-58

La categoria 1 corresponde a las clases 4 y 5, la categoria 2 corresponde a la
clase 3y la categoria 3 a los grupos 1y 2 de la clasificacion de Schilling (1986):

Clases Valores de O.R.T.

Clase 1 36-46
Clase 3 58-68

69-79
Clase 5 80-82
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Esta prueba tiene una valoracion muy alta en un laboratorio de inseminacion
artificial, puesto que se ha demostrado que tiene correlacion con:

Capacidad de conservacion.
Resultados de fertilidad y prolificidad.

Formacion de grupos para el uso de semen heterospérmico

Se usan colorantes membrana-permeables fluorescentes, que al traspasar al
interior del espermatozoide son hidrolizados por las esterasas del interior de
la célula, liberando un compuesto quimico que presenta fluorescencia y que
queda retenido en el interior del citoplasma si la membrana esta integra, como
por ejemplo DCF (diacetato de carboxifluoresceina) y el SYBR-14

Se usa esta combinacion de fluorocromos, realizando la evaluacion mediante mi-
croscopio de fluorescencia o citometro de flujo. Permite determinar si la mem-
brana espermatica esta estructuralmente integra, y funcionalmente activa.

Protocolo para microscopio:

1. Diluir el semen a una concentracion de 5-10 millones de espermatozoides
por ml.

2. Adadir una alicuota de 1 ul de SYBR-14 en DMSO a 1000 pl de semen diluido.
3. Incubar 10 minutos a 37°C.
4. Anadir 5 ul de yoduro de propidio.

5. Incubar 5 minutos a 37°C.

6. Observar con microscopio de fluorescencia. Los espermatozoides verdes
son aquellos con la membrana estructural y funcionalmente activa. Los ro-
jos corresponden a espermatozoides muertos. Los que se tifien con los dos
colorantes se corresponden a los espermatozoides moribundos. Contar 300
espermatozoides.




e Estado de la vaina mitocondrial

Se usan colorantes fluorescentes que se unen especificamente a lipidos de
membrana de las mitocondrias funcionales. No se retienen en membranas no
funcionales con el potencial de membrana alterado (Rodamina 123, Mitotrac-
ker Green...).

® Test combinados:

Esta técnica nos permite valorar la vitalidad del espermatozoide y el estado
de su estructura acrosomica. La aplicacion de esta tincion permite clasificar
a los espermatozoides en cuatro grupos: muertos y no reaccionados, muertos
y reaccionados (falsa reaccion acrosdmica), vivos y no reaccionados y vivos y
reaccionados (verdadera reaccion acrosomica).

Reactivos:

- Tripan Azul (2%)

- Bismark marron-Y pH 2.8.

- Rosa Bengala pH 4,3.

- Tampdn cacodilato con 3% glutaraldehido pH 7,4.

El Tripan Azul tifie los espermatozoides muertos. El Bismark marron tifie la re-
gidn postacrosomal y sirve para dar contraste y prevenir que el Rosa Bengala
no se fije en dicha zona. El Rosa Bengala tifie el acrosoma de color rosa.

Esta técnica permite evaluar la integridad de membrana, estado del acrosoma,
y funcionalidad de mitocondria.

Reactivos:

Bisbenzimida

- Pl

SBTI-Alexa Fluor 488

Mitotracker Green




® Valoracion del dafio oxidativo de las membranas espermaticas:

La produccion de sustancias oxigeno reactivas (ROS) es indicativo del dafio
oxidativo que sufren las membranas espermaticas, siendo éste frecuente en
espermatozoides conservados.

La produccion ROS se puede valorar mediante tincion fluorescente (CM-
H2DCFDA/PI).

® Valoracion del inicio de capacitacion espermatica:

- Ensayo de transposicion de fosfolipidos: la fosfatidil serina (PS) pasa al exte-
rior de la membrana con distintos patrones segun sea provocado por shock
térmico o por inicio de capacitacion. Se usa la Anexina V-FITC combinada
con PL.

- Monitorizacion de cambios tempranos en la permeabilidad de membrana:
SNARF/Yo-Pro1/HE.

- Valoracion de la capacitacion y reaccion acrosdmica mediante el uso de CIC
(clortetraciclina) que monitoriza los cambios de Calcio intracelular, asociados
a la capacitacion.

- Cambios en el empaquetamiento de lipidos mediante la Merocianina 540: si
existe desorden lipidico e incremento de la fluidez de la membrana, se pro-
duce incremento de la fluorescencia emitida por la Merocianina.

e Estado del nucleo espermatico

- Determinacion de fragmentacion del DNA mediante TUNEL: identificacion de
grupos 3-0OH de terminales libres de nucleodtidos.

- Deteccion de fragmentacion mediante COMET: se realiza un lisado de esper-
matozoides, después electroforesis en gel de agarosa, y revelado con sonda
de DNA. A mayor cola obtenida, mayor fragmentacion.

- Uso de cromomiocianina A3: detecta deficiencia de protamina en cromatina
deficientemente condensada.

- SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay): detecta defectos en la condensa-
cion de la cromatina. Se somete al espermatozoide a un tratamiento desna-
turalizante, después se tifie con AO (naranja de acridina), que se une a DNA
de cadena doble (naranja) o sencilla (verde). La lectura se realiza en citometro
de flujo.

- SCDt (Sperm Chromatin Dispersion Test): se somete a un tratamiento de lisis
a los espermatozoides, y la dispersion del DNA se realiza en porta con aga-
rosa, visualizandose la fragmentacion del DNA mediante tincion de Wright o
con tincion con un fluorocromo con afinidad por los 4cidos nucleicos.



® Pruebas interaccion espermatozoi-
de-ovocito-oviducto:

- Test de union de espermatozoide
con zona pelucida.

- Test de penetracion de ovocitos de
hamster libres de zona pelucida
(SPA).

- Test de Fertilizacion In Vitro FIV ho-
mologo (evaltia union y penetra-
cion a zona pelucida).

- Ensayo unidn espermatozoide-oviducto.

* 1. Medir el volumen de agua destilada a 37°C, (con
una probeta o mediante una balanza) segun el for-
mato de envase del diluyente e introducirla en un
recipiente (matraz Erlenmeyer o bolsa).

® 2. Aiadir el diluyente necesario para cada litro de
agua purificada.

® 3. Mezclar durante 5 minutos de forma manual o
ayudandose de un agitador electromagnético hasta
la completa disolucion del polvo del diluyente.

Actualmente, existe en el mercado diluyente liquido
listo para usar, lo que facilita la produccion de dosis seminales sobre todo en
centros de pequefio o mediano tamafo.

Las ventajas de la utilizacion del diluyente liquido son:
- "Listo para usar"

- Répido.

- Econdmico.

- Evita problemas con la calidad de agua.

- Facil de usar: dispone de grifo dispensador.

- Higiénico, evita contaminaciones.

- Estable a temperatura ambiente.
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Preparacion de dosis seminales.

Una vez que la calidad del semen ha sido evaluada y se le ha considerado apta
para la .A., conociendo la concentracion espermatica por mm3 pasamos a cal-
cular el n° de dosis que se pueden obtener de ese eyaculado.

Podemos considerar que la dosis minima recomendada para la inseminacion
convencional tiene una concentracion de 2 x 109 espermatozoides, sin em-
bargo la de uso mas corriente es de 3 x 109 espermatozoides para semen de
buena calidad espermatica, es decir que tenga niveles bajos de morfoanomalias
y otras alteraciones.

Calculo de dosis: (Ver contaje en camara de Biirker)

N° Total espermatozoides VxAx10
N° de dosis= =
Ne Espermatozoides / dosis 3 x10°
Forma simplificada:
(A) x (V) , (C) Total
N= ———— 0 N= ———
300 300

El calculo de la cantidad de diluyente necesario para la preparacion de las dosis
seminales se realiza de la siguiente forma:

Dosis seminales de 90 cc.

N x 90 = Vol. Total (Vol. diluyente + Vol. eyaculado)
(N x 90)-V = Volumen de diluyente necesario a anadir

V = Volumen de Recogida. Hay que tener en cuenta que, si se recoge sobre di-
luyente, 50 6 100 cc, el volumen de recogida es igual al volumen de diluyente
que se afade previamente mas el volumen de del eyaculado recogido.

Ejemplo:

Tenemos un eyaculado con un volumen de 125 cc y recogemos sobre 100 cc de
diluyente, luego el volumen V serd de 225 cc.

El contaje total de camara de Burker A es de 37 espermatozoides.

Si trabajamos a una concentracion por dosis de 3.000 millones de esperma-
tozoides, el numero de dosis que podremos hacer sera:



VxA 225x37
Ne de dosigs = = = 27 dosis
a 3x10 300 300

Es decir, (27 dosis x 90) - 225 = 2.205 cc de diluyente a anadir.

En resumen, la formula que tendriamos que aplicar dependiendo de la concen-
tracion usada, seria ésta:

Vol. de recogida x N° spz contados en camara
Ne de dosis =
a 3x10° 300
Vol. de recogida x N° spz contados en camara
Ne de dosis =
a 2,5X109 250

Antes de mezclar semen y diluyente, se debe comprobar que no exista dife-
rencia de temperatura entre ambos; lo cual se facilita si durante todo el pro-
cedimiento de contrastacion se mantienen atemperados tanto semen como el
diluyente. Afadir suavemente el eyaculado sobre el diluyente, permitiendo su
mezcla homogénea. Una vez realizada la dilucion, comprobar la motilidad de
la mezcla.

Finalmente se envasan las dosis de semen diluido en las botellas de insemina-
cion, tubos o blisters identificadas con una etiqueta con los siguientes datos
como minimo:

Ne de verraco
Raza
Fecha de preparacion/fecha de caducidad

Reservar muestra en un tubo de ensayo con tapdn para analizar los acrosomas
el mismo dia de recogida, y en dias sucesivos motilidad. La forma mdas adecuada
de conservar las muestras es en tubos de ensayo pequefos de 3 - 4 cc llenos
hasta el borde, de forma que la camara de aire sea minima, o en microtubos de
centrifuga Eppendorf de 1,50 - 2,00 cc (uno por dia de valoracion, de forma
que ninguna muestra regrese a la nevera de conservacion una vez que se ha
sacado vy abierto).

Una vez envasadas las dosis seminales, deben permanecer a temperatura am-
biente (20-25°C) durante al menos 1,5 a dos horas, para que la temperatura
descienda lo mas gradualmente posible. Pasado este tiempo, podemos almace-
narlas en la nevera de conservacion de 16°C o en cuarto frio.
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Utilizacion de semen heterospérmico

La utilizacion de dosis que contienen espermatozoides procedentes de dos o
mas eyaculados (heterospermia), es una practica habitual en centros de insemi-
nacion, y que permite la obtencion de mejores resultados reproductivos.

Cuando se empezo a trabajar con esta técnica era necesario clasificar previa-
mente los eyaculados segun el test de resistencia osmotica (ORT) (Garcia y col.
1989) y mezclarlos dentro de la misma categoria.

Grupo Ne Verraco Ne Cerdas Fertilidad Prolificidad L x 100

O.R.T %
2 3 86 90.1 10.84 977
4-5 3 52 71.9 9.07 652

Posteriormente, antes de mezclar los eyaculados habia que realizar una dilu-
cion previa 1:10 (semen/diluyente) incubarla 1/2 hora a temperatura ambiente
y finalmente preparar el semen heterospérmico (Martin Rillo y col. 1988).

En la actualidad, todo este proceso no es estrictamente necesario, habiéndose
comprobado que se obtienen igualmente buenos resultados cuando se mezclan
eyaculados de calidad seminal similar (motilidad, formas anormales, aglutina-
cion y acrosomas), sin necesidad de realizar el test ORT. Es importante no mez-
clar eyaculados de baja calidad con otros de alta, ya que los de baja calidad no
mejoran por efecto de los mejores sino que son los de mejor calidad los que se
ven empobrecidos por el efecto de los de inferior calidad.

Con la utilizacion de semen heterospérmico debemos esperar los siguientes
resultados:

® No afecta a la fertilidad.

® Mejora la prolificidad, aumentando el numero de lechones nacidos vivos.

® No tiene ningun efecto sobre el numero de nacidos muertos.

® Incrementa el numero de total de lechones nacidos.

e Disminuye el porcentaje de camadas reducidas (NT < 8)

Método de preparacion de dosis heterospérmicas

En resumen, el proceso de preparacion de dosis heterospérmicas es el siguiente:
¢ Contrastacion individual de cada uno de los eyaculados.

® En un recipiente o bolsa de tamafio adecuado anadir el diluyente necesario
para cada uno de los eyaculados.



¢ Anadir de forma lenta y uno detras de otro todos los eyaculados que confor-
man el lote, normalmente de 3 a 5 machos.

® Homogeneizar la mezcla.
e Tomar una muestra para evaluar al microscopio el resultado de la mezcla.

e Iniciar el proceso de llenado de las dosis.

Los diluyentes deben cumplir dos objetivos principalmente:

a) Permitir el grado maximo de extension o aumentar el volumen del eyaculado
sin afectar la calidad seminal.

b) Conservar la capacidad fecundante de los espermatozoides durante el mayor
tiempo posible.

Los diluyentes de semen de verraco que se emplean en la inseminacion artificial
de las cerdas son una mezcla de productos quimicos que han de asegurar la
vida y la funcionalidad de los espermatozoides, es decir, su capacidad fecun-
dante, desde el momento de su extraccion hasta la inseminacion y fecundacion.

La composicion del diluyente y la del agua en la cual sera reconstituido han
de asegurar la correccion en los siguientes parametros:

® Presion osmética del medio de suspension de los espermatozoides.
® pH, pK'y fuerza ionica de interaccion entre los espermatozoides y su medio.
e Control de la precipitacion de las proteinas y las aglutinaciones.

e Control de la accion enzimatica sobre el semen, en particular de la que influ-
ye en el metabolismo y apoptosis de los espermatozoides.

® Preservacion de la membrana celular de los espermatozoides.

e Capacidad de amortiguacion de los cambios de los valores quimicos, llamado
efecto "tampon”

De los diluyentes se espera que también ejerzan un control sobre la contamina-
cién microbiana. El Departamento Técnico de KUBUS es partidario de que este
control se ejerza contra las contaminaciones secundarias y nunca sirva de “cober-
tura y solucion” de los posibles problemas sanitarios del centro y de los verracos.

Los diluyentes, aparte de su funcion como medio de conservacion, han de servir
de medio de transporte de los espermatozoides por las vias reproductivas de la
cerda, asegurandoles la fuente de energia necesaria para tal esfuerzo.



Las nuevas técnicas y herramientas de colocacion de los espermatozoides en uno
u otro punto del aparato reproductor, inclusive en la cercania del ovario, asi como
el volumen cada vez menor de la dosis seminal, reducen la importancia de los
componentes de los diluyentes que influyen sobre el estado de las mucosas del
utero y de los cuernos uterinos.

Los diluyentes se presentan en forma de polvo para reconstituir en agua purifi-
cada o ya reconstituidos, en forma de liquido listo para su empleo, previa eleva-
cion de la temperatura del medio a la temperatura de los eyaculados.

Segun la capacidad de los diluyentes para ralentizar el metabolismo de los es-
permatozoides, las dosis seminales se clasifican en corta, media y larga conserva-
cion, por el tiempo en que éstos se conservan sin mermar sus facultades fecun-
dantes a la hora de su empleo.

Para permitir la accion correcta de los componentes del diluyente sobre los
espermatozoides, esta indicada la utilizacion de agua purificada, como minimo
bidestilada, no recomendandose el uso de cualquier otro tipo de agua que con-
tenga minerales en su composicion. (Ver anexo 12.3)

Para que el semen diluido mantenga su capacidad fecundante a lo largo de su
almacenamiento en refrigeracion a 16°C, es indispensable cumplir las siguientes
condiciones:

* El material que esté en contacto con el semen debe estar previamente limpio
y esterilizado, sin residuos quimicos ni bioldgicos.

e Utilizar agua purificada contrastada y que no esté alterada bioquimica ni
microbiologicamente.

e Utilizar diluyente de larga conservacion.

® Recoger la fraccion espermatica del eyaculado para reducir las sales que se
encuentran en el plasma seminal.

® Diluir en un periodo inferior a 15 minutos desde la recogida del semen, con
una dilucion semen:diluyente entre 1:4 y 1:25; (grado de dilucion dptimo
1:10) a 37°C. Concentracion minima por dosis 2 x 109 espermatozoides en
100 cc y maxima de 8 x 109 espermatozoides en 100 cc.

* Descender lentamente la temperatura de 37°C a 23°C (durante 1,5 - 2 horas)
a la temperatura ambiente del laboratorio (entre 20 - 25°C) y posteriormente
introducir en la estufa de 16° C.

e Conservar en anaerobiosis a 16°C; por lo que no se debe dejar en las botellas
un espacio de aire superior al 20% de su volumen.



® Comprobar la temperatura en el interior de ne-
vera de conservacion mediante termometro de
maxima-minima o la utilizacion de "data-log-
gers"

* No exponer durante periodos largos de tiempo a
la luz directa.

e El semen almacenado debe ser rotado (mezclado)
suavemente cada 12 horas con objeto de man-
tener a los espermatozoides en suspension en el 5 - —

. Nevera de conservacion
diluyente. a 16°C

e las dosis seminales almacenadas antes de ser
utilizadas deben ser observadas en el microscopio (motilidad) para compro-
bar si guardan la suficiente viabilidad para ser utilizadas.

® En el caso de eyaculados concentracion espermatica elevada, que producen
un numero muy alto de dosis seminales, por ejemplo superior a 30, es reco-
mendable, cuando se preparan dosis de 85 - 90 cc, realizar una recogida con
mas volumen de semen: entre 100 y 150 cc de fraccidon rica como minimo,
para mantener una dilucion proxima a 1:20 - 1:25, evitando diluciones supe-
riores que disminuyen el periodo de conservacion.

3.8. ANEXO

Soluciones necesarias para la contrastacion

GlUCOSA. e 29qr.
Citrato SOICO....ovveveeeoeeeeeeeeee, 1,0 gr.
Bicarbonato sOdico.......ccoovooovvoicii 0,2 gr.
Glutaraldehido (25% de pureza)..................... 8 ml.

Agua destilada. ... hasta 100 ml.
Citrato sOdiCO........ovvvoeceeececeeee . 2,9 O
Formaldehido (40% de pureza).................. 4 ml.

Agua destilada...........occcccccccccceeeeo......_hasta 100 ml
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Cloruro de Sodio.......oovooiii .

Formaldehido (40% de pureza)................
Agua destilada. ...,

Citrato SOdiCO. ..o,

Cafeina. ..o

Agua destilada............oo

9or.
3gr.
hasta 1000 ml.

29 gr.
0,45 gr.
hasta 100 ml.
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2.2 Anatomia del aparato genital femenino
* 1. Ovario.
* 2. Mesovario.

- * 3. Oviducto.

* 4. Cuerno del utero.

e 5. Cuerpo del utero.

® 6. Vagina.

* 7. Orificio uretral.

e 8. Vestibulo vaginal.

® 9. Vejiga.

® 10. Labios de la vulva.
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El aparato genital de la cerda se caracteriza por tener los cuernos uterinos muy
largos, flexuosos y moviles, lo que implica la necesidad de un gran volumen de
eyaculado para asegurar la llegada de los espermatozoides al oviducto.

En el suelo de la vagina se encuentra el orificio uretral externo lo que hay que
tener en cuenta a la hora de inseminar, ya que es frecuente introducir el catéter
de inseminacion por este orificio y provocar la salida de orina por el mismo. Esta
es la razon de inseminar dirigiendo el catéter hacia el techo de la vagina. El cuello
uterino tiene una serie de pliegues en los que se adapta y engancha perfectamente
el pene del verraco al girar hacia la izquierda, ya que tiene forma de tirabuzon.

4.2. Pubertad

En la cerda, el periodo pre-puber es una fase poco estudiada, pero como en la
mayoria de los mamiferos, el funcionamiento de los 6rganos que actuan, ovario
y complejo hipotalamo-hipofisiario, empieza en la vida fetal.

Se ha demostrado que existen descargas pulsatiles de la hormona gonado-
tropa LH desde las primeras semanas de vida. La presencia de estas pulsaciones
indica una preparacion evidente de la pubertad desde el sequndo mes de vida.

El término pubertad se utiliza para definir el inicio de la vida reproductiva. En
la hembra, la pubertad esta asociada, generalmente, con la primera aparicion
del estro y la ovulacion. En la cerda, la pubertad coincide con el comienzo de la
capacidad reproductiva, puesto que la primera ovulacion va acompafada por
la receptividad sexual.

El control del inicio de la pubertad se realiza por procesos neuroendocrinos.
La regulacion endocrina del inicio de la pubertad implica un cambio en la fre-
cuencia del pulso de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), que
controla el patron de secrecion de la hormona luteinizante (LH) desde la hipo-
fisis anterior.

Normalmente, la pubertad se presenta en las cerdas alrededor de los 160-190
dias de edad, con un peso corporal aproximado de 100 Kg. Hay diversos facto-
res que pueden tener un efecto estimulante o inhibitorio sobre la llegada de Ia
pubertad. Estos factores se agrupan en:

a) Genéticos.
e laraza v, dentro de ella de las diferentes lineas.

e Efecto de heterosis en los cruzamientos.
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b) Ambientales.

® Alojamiento: Las cerdas criadas individualmente son puberes aproximada-
mente 15 dias mas tarde que las criadas en grupo.

® Ambiente: Las cuadras sucias o con fosas llenas tienen efecto negativo sobre
el inicio de la pubertad, debido principalmente a las altas concentraciones de
gases que interfieren con la feromona del macho.

® Presencia del macho: Este factor es importante en el caso de hembras aisladas,
resultando eficaz después del estrés del transporte. Interesa el contacto con el
verraco, a través de su hormona, feromona 3-androstenol. El efecto dependera
ademas de la libido que muestre el verraco.

e Estrés del transporte, conocido por los ganaderos, por su efecto sobre la hembra
ya puber.

e Edad, peso vivo, nutricion y tasa de crecimiento: Existe una estrecha relacion
con el consumo energético, altos niveles permiten la aparicion temprana de la
pubertad.

e Estimulacion con hormonas exdgenas: mediante tratamientos gonadotropicos
0 estrogénicos.

e Estacion de nacimiento: Hay resultados contradictorios al respecto, y se consi-
dera que la presencia del macho anula este factor.

El conocimiento de estos factores ha permitido utilizar diferentes técnicas de
manejo para estimular la llegada de la pubertad. Se utiliza a menudo la expo-
sicion a machos maduros, la mezcla con hembras multiparas, o la ubicacion en
entornos nuevos. Los estimulos son mas efectivos en cerdas de aproximada-
mente 180 dias de edad. En hembras que se mantienen aisladas, con dias de
corta duracion o con temperaturas altas, la pubertad suele retrasarse. En con-
secuencia, la pubertad puede aparecer con una gran dispersion dependiendo de
las condiciones de manejo y ambientales, tanto en cerdas jovenes de 135 dias,
hasta 250 dias 0 mas.

En la cerda el ciclo sexual tiene una duracion promedio de 21 dias. Comprende
dos fases: folicular y luteal.

La fase folicular dura desde el término de |a luteolisis e inicio del crecimiento
folicular (dia 14-16) hasta la ovulacion y formacion posterior de nuevos cuer-
pos luteos.



Los foliculos proceden del conjunto proliferativo. Su crecimiento es continuo
si no hay atresia, hasta alcanzar un didametro >6mm, momento en que pueden
seguir dos vias: la ovulacion o la atresia. Se sabe que s6lo unos pocos foliculos,
alrededor del 25% de los que empiezan su crecimiento alcanzan el tamafho
pre-ovulatorio y maduran. Se ha sugerido que aquellos mas grandes y los que
producen mas estrogenos durante la seleccion son los que ovularan, mientras
que los mas pequefos y los menos activos estrogénicamente se transformaran
en atrésicos.

Los principales reguladores del desarrollo folicular son por un lado la hor-
mona foliculo estimulante (FSH) y por otro la luteinizante (LH) que estimula
la madurez; ademas de los estrogenos, el 17-B estradiol (E2) facilita la ac-
cion de las gonadotropinas vy la prolactina (PRL) ejerce un efecto modulador.
En el ganado porcino, los estrégenos secretados por los foliculos dominantes
estimulan la maduracion de los foliculos mas pequefios jerarquicamente. Los
foliculos ovulatorios pueden variar de tamafio, pero oscilan alrededor de los 2
mm de diametro y mostrar marcadas diferencias estructurales y bioquimicas.
Esta heterogeneidad se produce también dentro del conjunto ovulatorio, como
consecuencia, se produce una asincronia en la maduracion de los oocitos, ob-
servandose grandes diferencias en el desarrollo embrionario del los cerdos.
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Regulacion hormonal de la fase folicular

En la figura siguiente se representa esquematicamente las concentraciones de
las hormonas en sangre durante la fase folicular.

Fals® PoUCLLAR FASE FOUICLEAR
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‘. Progesterona Tt T __________-=
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DiAS DEL CICLO ESTRAL APARICION
DE LA OVULACION

El 17-PB estradiol (E2): Durante las etapas foliculares media vy tardia, el 90% de
los pulsos estan asociados temporalmente con los pulsos de FSH y, sin embargo,
el contenido de todos los esteroides en el fluido folicular disminuyen significa-
tivamente en la ovulacion.

LH: La frecuencia de los pulsos aumenta desde 1,1 a 2,5/6 horas en la etapa
folicular temprana hasta 2,5 a 6 horas; simultaneamente la amplitud dismi-
nuye desde 2 ng/ml hasta 0,9 ng/ml. Durante la etapa folicular media y tardia
el 93-100% de los pulsos de LH estan asociados con los pulsos de FSH. El au-
mento de la secrecion de E2 por los foliculos en crecimiento estimula el pico
de LH pre-ovulatorio, que puede ocurrir desde las 7 hasta las 8 horas después
de la concentracion maxima de estrogeno pre-ovulatorio. El pico de LH dura
aproximadamente 20 horas, se ha demostrado que la estrecha relacion entre el
comienzo del pico, el comportamiento estral y el pico de E2 pueden estar aso-
ciados con la fertilizacion y el aumento de la supervivencia embrionaria antes
de la implantacion.

FSH: La concentracion media de FSH, disminuye coincidiendo con el aumento
de la concentracion de E2. En la cerda aparece un pequefo pico de FSH solo
en el momento del pico pre-ovulatorio de LH. Su secrecidn esta controlada por
la inhibina, péptido ovarico, mientras que la gr. tiene un papel menor en la



requlacién de la liberacion de FSH. La inhibina, producida en concentraciones
crecientes por los foliculos en crecimiento inhibe la secrecion de FSH durante Ia
etapa folicular temprana hasta la tardia.

PRL: Se han observado dos picos de PRL durante la fase folicular porcina, el
primero de ellos empieza 4 ¢ 5 dias antes de la aparicion del celo, y el sequndo
alrededor del dia 1, antes del pico pre-ovulatorio del LH y dura 3 dias.

En las cerdas, la destruccion de los foliculos durante la fase folicular produce
anovulacion y degeneracion ovarica quistica. Es evidente que el prolongado
estrés eleva las concentraciones plasmaticas de los glucocorticoides, que son la
causa directa de la degeneracion ovarica quistica.

La fase luteal se caracteriza por la presencia del cuerpo luteo, que es una mini-
glandula endocrina, desarrollada a partir de la pared folicular después de la
ovulacion. Las células de la granulosa se hipertrofian, un pigmento carotenoi-
de, luteina, da el color amarillo al cuerpo luteo en rumiantes. En las cerdas el
cuerpo luteo tiene un color rosa rojizo. El cuerpo luteo secreta principalmente
progesterona. El comienzo de la funcidn del cuerpo luteo en las cerdas y su
capacidad esteroidogénica dependen basicamente de la LH.

La secrecion de LH durante la fase luteal del ciclo estral de las cerdas puede
ser dividida en tres periodos: temprano (dia 2-8), medio (dia 9-12) y tardio (dia
13-15). La vida media del cuerpo luteo en la cerda es de alrededor de 14 dias.
Durante el periodo temprano la concentracion de LH en sangre es baja y cons-
tante (1,4 ng/ml), el periodo intermedio se caracteriza por variaciones conside-
rables de LH (0,5-5 ng/ml), y el tercero por la disminucion del nivel de LH (0,5-1
ng/ml). Durante el periodo intermedio de LH se libera en pulsos cortos (75 min.
De duracion) de gran amplitud (50% del pico pre-ovulatorio) cada 2-3 horas,
La alta concentracion de LH durante el periodo intermedio de la fase luteal en
las cerdas, puede estar relacionada con la demanda de su tejido luteal-cuerpo
luteo entre los dias 6 y 12 del ciclo estral. El caracter pulsatil de los cambios
de LH en sangre esta, probablemente, relacionado con la seleccion de foliculos
ovaricos que, en parte sufren atresia, pero el resto se desarrolla y madura.

La forma natural mas efectiva de induccion del celo en hembras prepuberales
es el contacto con machos adultos. De acuerdo con la experiencia de KUBUS,
las nuliparas pueden ser estimuladas por contacto con el macho desde la tem-
prana edad de 150 dias y 80-85 kg de peso vivo. De media, la estimulacion de
hembras algo mayores, con 170 dias de vida, provoca la aparicion del celo a los
7 dias después del inicio del contacto.
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Sin embargo, para optimizar el numero de lechones destetados por cerda y afio
y reducir el numero de dias no productivos, diferentes hormonas naturales o
sintéticas pueden ser usadas en el control del celo y la ovulacion.

En reproduccidn porcina se usan tanto progestagénos como gonadotropinas.
Entre las gonadotropinas mas frecuentemente usadas encontramos la PMSG
(Gonadotropina sérica de yegua gestante) y la HCG (Gonadotropina coridnica
humana). La PMSG es biologicamente similar a la FSH y LH (70% de actividad
FSH y 30 % de actividad LH) y la HCG es un agonista natural de la LH. Duran-
te muchos afos la combinacion de 400 Ul de PMSG y 200 de Ul de HCG ha
demostrado ser efectiva y mas facil de aplicar que 2 inyecciones sequidas de
PMSG y HCG.

La combinacion PMSG/HCG puede ser usada para induccion de celos fértiles
en hembras prepuberes de una edad de 5,5 - 7 meses. Una inyeccion intramus-
cular de esta combinacion induce el celo en la mayoria de las hembras tratadas
en los 7 dias siguientes a la inyeccion. El mejor método para la sincronizacion
de hembras puberes es la aplicacion oral de altrenogest, agonista de la proges-
terona. Las nuliparas deben ser alimentadas individualmente con 15 - 20 mg
de altrenogest durante un periodo de tiempo de 15 a 18 dias. El celo aparece
en el 90 % de las hembras tratadas a los 4 - 7 dias del fin del tratamiento,
pudiendo ser inseminadas 2 veces en un intervalo de 24 horas comenzando
6-12 horas después del inicio del celo. La combinacion de 400 Ul de PMSG y
200 de Ul de HCG puede también ser usada para la sincronizacién del celo en
hembras destetadas. Las gonadotropinas deberian aplicarse subcutaneamente
o intramuscularmente detras de la oreja el dia siguiente al destete (0 - 2 dias).
El uso de gonadotropinas induce el celo a los 4-6 dias post-tratamiento.
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Es uno de los factores mas importantes para la realizacion con éxito de la in-
seminacion artificial. De acuerdo al momento de aparicion de celo, determi-
naremos el momento adecuado para realizar la inseminacion artificial. Para la
deteccion de celo en la cerda se pueden usar diversos métodos que varian en
cuanto su exactitud:

. Observacion de signos externos

e Edema e hipertermia vulvar

e Secreccion vaginal abundante y espesa
e Actitud inquieta y pérdida del apetito
¢ Orejas erectas

® Grufidos caracteristicos

® Qrinan con frecuencia

2. Observacion del comportamiento sexual

® Busqueda del verraco
® Montan y se dejan montar por otras hembras
e Reflejo de inmovilidad

Desencadenamiento del reflejo de
inmovilidad

® Por el verraco:

- Pasando el verraco por las jaulas

- Pasando el verraco por los parques B

= o
- Pasando la hembra por la verraquera l=fm



* Por el hombre (presion sobre los lomos)

Hu‘- ',- | ..1

Desencadenando el reflejo de inmovilidad

e Por estimulos simuladores del verraco:

- Aerosoles con feromonas

- Peso de las mochilas

Area de Deteccion de Celo: ADC

e |ocal cerrado de concentracion de machos.
® Proporciona mayor oferta sexual.

* Mayor concentracion de olor y feromonas.
® Mayor estimulacion de la hembra.

® Permite inseminar en el momento de mayor aceptacion, evitando los periodos
refractarios.

® Son necesarios 2-3 machos por cerda en recela, trabajando en grupos de 3 en
3 hembras.

Es conveniente realizar la deteccién de celo dos veces al dia para concretar
con mayor seguridad el momento de

S ADC

inicio del celo y consecuentemente el L.

momento mas indicado para realizar
la inseminacion artificial, siendo re-

comendable distanciar en lo posible

el intervalo entre la primera y sequn- |

da deteccion del celo, esto significa -~ ? v ? r!: &
que la primera recela debera efec- == ? [ \' @ hid i
tuarse a primera hora por la mafnana 1;\IH |§_ﬁ o~ L B

y la segunda a ultima hora de la tar- e, Y] i ) "";.j_”,_

de. De todas formas, si no es posible Vista real de un cuadrito de la cdmara
realizar 2 detecciones de celo al dia 0¢ Birker (3 esperm)
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de forma correcta, es mejor realizar una sola, pero correctamente.

La deteccidn de celo se debe mantener hasta el final del mismo; es tan im-
portante detectar el inicio como el final del celo, y en ocasiones necesario para
detectar la causa de un proceso de disminucion de la fertilidad y sobre todo del
tamafio de camada.

Con las cerdas destetadas habria que iniciar el contacto con el verraco inme-
diatamente después del destete, ya que esta practica no esta solo encaminada
a descubrirnos las cerdas en celo, sino también a estimular a las hembras para
que salgan en celo.

Con las nuliparas se obtiene mejor respuesta cuando el macho visita la celda
de las hembras y éstas estan alojadas en grupos no muy numerosos de 6 -8
hembras. Ademas, es conveniente que el macho no esté alojado en la misma
nave de las hembras, ya que de esta forma hay un “efecto sorpresa” que pro-
duce un mayor estimulo en las nuliparas. Sin embargo, para las hembras des-
tetadas funciona mejor si la hembra visita el corral del macho de una en una,
estando el macho alojado en frente de la zona donde se ubican las hembras
destetadas, de forma que éstas puedan oir, ver y oler al macho constantemente.

Sea cual sea el sistema de recela es importante que permita el contacto nariz-
nariz entre hembra y macho.

Las caracteristicas de los machos recela deben ser las siguientes:

® Machos adultos productores de saliva con alta concentracion de feromonas:
1 ¢ varios seguin tamano de la granja, (1 macho / 100-150 hembras en pro-
duccion).

® Machos con fuerte olor sexual, buena libido, no agresivo y facil de manejar.

® De tamafo adecuado al de las hembras que vamos a recelar: Esto es de vital
importancia con las nuliparas.

* Vasectomizado o epididectomizado.
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La determinacion del momento mas adecuado para realizar la IA, radica en
ajustar los tiempos en que se produce la ovulacion y el momento de inicio del
celo.

La ovulacion se produce entre las 30-70 horas del pico preovulatorio de LH. Si
el momento de esta descarga preovulatoria (y por tanto de la ovulacion), no
muestra una estrecha relacion con la aparicion de los sintomas de celo, puede
descender el porcentaje de fertilidad y prolificidad, debido a que las cubriciones
no se llevan a cabo en el momento adecuado.

La maxima ovulacion se produce entre las 36 y 44 horas después del inicio de la
inmovilizacion, habiendo poca ovulacion en las primeras 24 horas.

En general la aplicacion de la dosis seminal debe estar proxima al ultimo tercio
de la duracion del celo, momento mas proximo a la ovulacion. La vida media de
un dvulo es de 10 a 20 horas, aunque un 6vulo se considera que esta envejecido
cuando tiene mas de 8 horas, por esto, el contacto entre el dvulo y los esperma-
tozoides debe ser anterior a las 8 horas de vida del ovulo.

Si se realizan dos detecciones de celo al dia, podemos retrasar la 12 |.A. a la ma-
fana o tarde siguiente (seguin sea el caso) de la deteccion de celo, y sucesivas
inseminaciones cada 24 horas.

Dado que la supervivencia de los espermatozoides dentro del tracto genital de
la hembra es de 22 - 24 horas, debemos intentar que la separacion entre dos
inseminaciones consecutivas sea, al menos, de 10 - 12 horas, si no su efectivi-
dad se ve reducida ya que estamos superponiendo una sobre otra.

Realizar cubriciones antes de las 6 primeras horas desde que la cerda comenzo
la inmovilizacion puede resultar en un tamafio menor de camada, dado que
esta cubricion podria no ser efectiva en el periodo de maxima ovulacion. En el
otro extremo, realizar la cubricion demasiado tarde en el sequndo dia del refle-
jo de inmovilidad podria no solamente aumentar la dificultad en cubrir a una
cerda que ha perdido la fase de estro, sino que también se puede haber perdido
la viabilidad de los dvulos lanzados en estadios precedentes, ademas de existir
la posibilidad de generar descargas vaginales.

En general, en una explotacion porcina alrededor del 70% de todas las hembras
tienen celos normales con una duracion de 48-72 horas, habiendo otro 20%
que presentan celos anormalmente cortos, de menos de 40 horas y un tercer
grupo de hembras, el 10% que presentan celos anormalmente alargados de
mas de 72 horas. Por légica, cada grupo de hembras necesitara un protocolo de
inseminacion diferente.



CUBRICION TEMPRANA

OH 12H 24H 36 H 48 H 60 H

[rd
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Situaciones para determinar el momento adecuado de la inseminacion
Nuliparas

Inseminacion artificial para nuliparas con dos inseminaciones

DIEW Dia 2 Dia 3

MANANA 12 1A, P Y V—

Inseminacion artificial para nuliparas con tres inseminaciones.

Dia 1 Dia 2 Dia 3

MANANA 12 1.A. L0 17 W ——

Multiparas

El mejor método para predecir la duracion del celo es tener en cuenta el inter-
valo destete - salida a celo:

A) Hembras que ciclan entre 4 y 7 dias post-destete

Este grupo de hembras, aproximadamente el 70 % de todas las hembras de
una granja, presentan celos de una duracion normal de 48 - 72 horas. Aqui
encontramos dos protocolos distintos en funcion de si se recela una o dos veces
al dia.

UNA deteccion de celo al dia: Con dificultad para el manejo reproductivo por
la tarde.

En un caso practico, si realizamos la deteccion de celo solo por las mafanas y
existe en la explotacion dificultad para el manejo reproductivo por la tarde, la
12 |.A. la haremos esa misma mafana, y la 22 l.A,, a la mafana siguiente.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
MANANA CELO CELO CELO Si hay celo, no
12 1.A. 12 1.A. 12 1.A. inseminar



DOS detecciones de celo al dia:

Si realizamos la deteccion de celo dos veces al dia, una cerda que esté en celo
por la mafana la inseminaremos por primera vez esa tarde, y la 22 inseminacion
a la manana siguiente. Si demuestra el celo por la tarde, haremos la 12 |.A. a la
mafana siguiente y la 22 [LA. 12 horas después de la 12 inseminacion.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
MANANA  CELO CELO Si hay celo Si hay celo, no
22 1.A. 32 1.A. inseminar
DIER! Dia 2 Dia 3 Dia 4
MANANA - CELO Si hay celo Si hay celo, no
12 1.A. 32 1.A. inseminar

B) Hembras que ciclan con menos de 4 dias post-destete

La mayoria de las cerdas que salen en celo el 3°y 4° dia después del destete son
las que se mantienen en celo durante un periodo de tiempo mas prolongado,
celos de mas de 72 horas, por lo que normalmente no se inseminan el primer
dia de celo, empezando el sequndo dia por la mafana y repitiendo cada doce
horas. Conviene prestarlas mayor atencion en la deteccion del tercer dia de celo
inseminandolas nuevamente por la mafana, siempre y cuando la manifesta-
cion del celo sea clara.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4

MANANA  CELO CELO Si hay celo Si hay celo, no
12 1A 32 1.A. inseminar
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C) Hembras que ciclan después del 7° dia post-destete

Contrariamente, aquellas cerdas que retrasan su salida en celo mas de 7 dias
después del destete, suelen tener una duracion de celo menor, de menos de 40
horas y con ovulaciones tempranas, por lo que conviene prestar mayor aten-
cion a las dos primeras inseminaciones.

Dia 1 DIEW Dia 3
MANANA 12 LA, L0 17 VO —
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7.1. INTRODUCCION DEL CATETER.

Siempre, el primer paso de este proceso es la limpieza de los labios de la vulva con
una toallita impregnada en un desinfectante no espermicida. No es recomenda-
ble usar agua o esponjas ni la limpieza unicamente con papel. Posteriormente
hay que lubrificar la punta del catéter con un gel lubricante no espermicida.

En la base de la vagina, se encuentra el orificio uretral, por lo que a la hora de
inseminar, tendremos que introducir el catéter inclinado sefalando al techo de
la vagina en un angulo de 45¢, para no introducirlo por la uretra, en cuyo caso,
saldria orina por el catéter y lo desechariamos. Una vez salvado el orificio, co-
locamos el catéter horizontalmente y lo introducimos realizando giros hacia la
izquierda si utilizamos un catéter de espiral, hasta que quede enganchado en el
cuello del utero, lo que comprobamos tirando ligeramente hacia fuera. Una vez
fijo el catéter se introduce la dosis seminal lentamente, debiendo tardar entre
3-5 minutos en ello. Una vez finalizada la introduccion de la dosis seminal es
recomendable retirar el envase vacio, tapar el catéter y dejarlo unos minutos
para incrementar la estimulacion de la hembra y facilitar el progreso de los
espermatozoides dentro del tracto genital de la hembra.

7.2. METODO DE INSEMINACION CONVENCIONAL O TRADICIONAL

La aplicacion del semen tiene que simular en lo posible, la monta natural del
verraco, asi se ha demostrado que la estimulacion del cérvix ayuda de alguna
forma la descarga preovulatoria de la hormona luteinizante (LH), ayudando a que
se produzca en menos tiempo la ovulacion, lo cual es importante a la hora del
porcentaje de fertilidad final. Por esta razdn, es conveniente introducir el catéter
de inseminacion y dejarlo puesto 2-3 minutos antes de la aplicacion del semen
que ha de introducirse lentamente de 3 a 5 minutos.

Hay que tener en cuenta que en la monta natural, la ultima fraccion del eya-
culado, esta constituida por el gel o tapioca, cuya mision es formar un tapon
en el cuello del utero y asi evitar el reflujo del semen. En la I.A., al no haber
tapioca, es necesario introducir el semen lentamente y evitar asi que refluya



parte de la dosis. De igual forma, al ser 37°C la temperatura corporal, si antes
de la dosis seminal introducimos unos 10 ml. de diluyente solo a 42°C (insemi-
nacion bifasica), provocamos una estimulacion de las contracciones uterinas
cuyo resultado es la mejor aceptacion del semen cuando inseminamos a 37°C.
Todo esto también se favorece si la inseminacion la realizamos en presencia de
un verraco, para asi ayudar a la estimulacion de la cerda.

® Introduccion del catéter.

e Aplicacion de la dosis seminal a 37°C, durante 2-3 minutos. Esta misma téc-
nica puede ser usada en frio, con el semen Unicamente atemperado a tempe-
ratura ambiente.

2.- Técnica lenta (estimulo del aparato genital):
e Introduccion del catéter (mantener 2 minutos).
* Introduccion de 10 cc de diluyente a 42°C (estimulacion de contracciones).
e Introduccidn de dosis seminales a 35 - 37°C durante 5 minutos.

* Introduccion de 25-30 cc de diluyente a 42°C (estimulacion de contraccio-
nes). En la técnica bifasica de inseminacion este punto no se realiza.

La técnica lenta permite mejorar los resultados de fertilidad y prolificidad,
particularmente cuando el momento de la inseminacion es el idoneo.

Uno de los pasos dificiles de realizar con correccion durante la |A. es la aplicacion
del semen.

Ala hora de realizar la .A. es muy importante el estimulo sexual de la cerda durante
la aplicacion del semen. El método de aplicacion con este sistema consiste en:

® Colocar la alforja en la zona lumbar. El peso de la alforja de inseminacion ma-
nos libres es de 8-10 kg. de peso para las cerdas nuliparas 'y 12-14 kg. para las
multiparas. El disefo de la alforja de inseminacion aparece en el esquema 1.

* Aplicacion de feromona delante del hocico de la cerda o inseminar en pre-
sencia del verraco.

e Limpiar los labios de la vulva.
e Lubricar el catéter.

® Introducir el catéter.
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® En el caso de cerdas nuliparas introducir por presion 30cc de PREDIL MR-A®
a 35°C.

® Enganchar el depdsito de la dosis seminal a 35°C en el catéter.
- e Sujetar la dosis seminal a la cincha.

e Pinchar la pared del deposito que contiene la dosis seminal.
® Vigilar la absorcion de la dosis mientras se coloca la alforja a las cerdas si-

guientes.

e Al terminar la absorcion se quita el catéter o bien se deja puesto, impidiendo
la entrada de aire. Mantener la alforja sobre la cerda durante 2 minutos.

e Quitar la alforja.

4. btponuciier ol comiter 3. Cisderar oy sy v of comior g o iy forin
Huchar b pond de kr botollitg

5 Vighor l obsorokie de b dosis 6 dwwwer by afforar seerate 2 mivwior

Introduccion correcta del catéter
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Disefio de la alforja de inseminacion Cerda ibérica inseminada con la
‘manos libres" técnica “Manos Libres”

Tabla 1. Respuesta individual de 15 cerdas nuliparas durante la .A. “manos libres'

Reflejo de inmovilizacion ~ Tiempo de absorcién Reflujo
1 + 4’35” no
3 + 330" < 20cc
5 ++ 2'45” no
7 ++ 2’30” no
9 + 4 3'00” no
11 ++ + 10’30 no
13 + 320" no
15 ++ + 10°00” no

Tabla 2. Resultados de fertilidad y prolificidad con I.A. “manos libres"
Método de  Ne de 1.A. Tasa de % Fertilidad Nacidos

1.A. partos vivos
Manos libres 160 134 83.75 10.8



En los ultimos afios se ha popularizado la técnica de inseminacion post-cervical
como método para mejorar la eficiencia reproductiva y el progreso genético. Esta
técnica consiste en depositar el semen en el cuerpo del utero mediante la utiliza-
cion de una canula que discurre por el interior del catéter y que cuando el cervix
se abre completamente es posible introducirla hasta el mismo cuerpo del utero.

En este tipo de inseminacion se utiliza un volumen y concentracion de dosis
reducidos. Aunque en algunos casos se utilizan menaores, es aconsejable no bajar
de 40 - 45 cc de volumen de dosis y 1.500 x 106 espermatozoides viables y nunca
“partir" dosis, sino utilizar dosis especificamente preparadas para inseminacion
post-cervical.

Cuando se utiliza este tipo de técnica hay que prestar especial atencion a la
calidad seminal, ya que cuanto menor es la concentracion de espermatozoides
usada, mayor necesidad tenemos de una mejor calidad seminal. De hecho, algu-
nos fracasos que se han producido en algunas granjas cuando se ha empezado a
utilizar esta técnica han sido debidos a problemas con la calidad seminal mas que
con defectos de la propia técnica de inseminacion.

® 1.Limpiar bien los labios de la vulva con una toallita desechable impregnada
en desinfectante no espermicida.

® 2.Sacar el catéter de su funda individual de plastico sin tocar el extremo
anterior ni la punta de la canula.

® 3.Romper la funda individual de plastico presionando desde el interior hasta
que la parte de espuma o espiral quede fuera de la bolsa de plastico.

e 4 Lubrificar la punta del catéter con gel lubrificante no espermicida.

e 5.Introducir el catéter de forma habitual sin que la canula interior se exterio-
rice.

e ©.Fijar el catéter en el cérvix de la cerda.

® 7.Introducir la canula interior hasta que notemos la primera resistencia de
los pliegues cervicales.

e 8.Introducir 15 - 25 cc. de Predil® calentado a 38 - 42¢°C.

® 9.Esperar unos segundos para que la cerda se relaje antes de iniciar la intro-
duccion de la canula.

® 10. Iniciar la introduccién de la canula cogiéndola suavemente con los dedos
pulgar e indice y haciendo una leve presion hacia el interior para superar las
pequenas resistencias de los anillos cervicales. Continuar con este proceso



hasta alcanzar el cuerpo del utero.

® 11. Introducir la dosis seminal a temperatura ambiente de una sola vez: 30-
45 cc. y una concentracion de 1.000-1.500 millones de espermatozoides.

® 12. Si la operacion se ha realizado correctamente, comprobar que no hay
reflujo.

® 13. Retirar la canula interior dejando el catéter dentro de la cerda durante
3-5 minutos.

® 14, Quitar el catéter de forma habitual.
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Con el uso de las técnicas de .A. en lugar de la monta natural se elimina el uso
del verraco y se reducen muchos de los estimulos asociados con la cubricion,
que influyen en la actividad fisiologica de la hembra, necesarios para lograr una
buena fertilidad. Ademas, se reduce considerablemente el volumen de plasma
seminal por cerda, debido al gran numero de dosis producidas por eyaculado.

Por ello se consideran necesarios otros componentes del proceso de monta na-
tural para optimizar los resultados de tasa de parto y tamafio de camada.

El manejo de las nuliparas de reemplazo y su adaptacion en el hato productivo
es una de las actividades mas importantes en una explotacion porcina. Muy a
menudo, el tamafo de la camada al primer parto es inferior al de la cerda adulta
y puesto que la tasa de reemplazo por afo es alrededor del 40 al 50% del hato
de hembras, es necesario maximizar la eficiencia reproductiva de las primerizas
lograda con la IA.

El conocimiento adquirido en relacion con la sensibilizacion en el tracto genital
de la hembra ha permitido establecer técnicas para tratar de incrementar el por-
centaje de fertilidad, disminuir la mortalidad embrionaria y mejorar el tamafo
de camada.

Se ha comprobado que el pre-tratamiento con plasma seminal antes de la inse-
minacion mejora la tasa de fertilizacion, lo que puede deberse a un incremento de
la concentracion espermatica en el istmo del oviducto motivado por el aumento
de las contracciones uterinas y debido al efecto de relajacion en el istmo por el
plasma seminal (dilatando la unidn Gtero-tubarica), aumentandose asi el trans-
porte espermatico hacia el oviducto.

El plasma seminal parece ejercer varios grados de actividad inmunosupresora en
la hembra mejorando la proteccion de los espermatozoides y de los embriones en
fases precoces de pre-implantacion.

El plasma seminal induce a una respuesta inflamatoria aguda en el endometrio
provocando cambios en el tejido endometrial, que son benéficos en la prepara-
cion del utero para la implantacion y pueden contribuir al éxito del estableci-
miento de la gestacion.

La importancia del plasma seminal es que en su composicion hay diferentes
componentes que tienen efectos importantes sobre el espermatozoide, tracto
reproductivo de la hembra (Utero y oviducto) y en la supervivencia e implantacion
embrionarias que se resumen a continuacion:



Efectos del plasma seminal:

* Medio de transporte para espermatozoides:
1. Efecto sobre el metabolismo espermatico.
2. Efecto sobre la motilidad espermatica.

e Cambios en la fisiologia uterina:
1. Estimulacion de las contracciones uterinas.
2. Efecto de relajacion en el istmo del oviducto.
3. Respuesta inflamatoria del endometrio.
4. Adelanto de la ovulacion.
5. Actividad antimicrobiana.

En nuestro laboratorio se ha desarrollado un plasma seminal sintético (PSS)
basado en la composicion del plasma seminal.

De acuerdo a nuestra experiencia practica las técnicas de utilizacion del PSS en
cerdas nuliparas son las siguientes:

1.- Uso de P.S.S. en cerdas nuliparas con el método de inseminacion bifasica.

Este método consiste en administrar un volumen de 30 cc. de PSS atemperado
a 370C (misma temperatura que la dosis) previamente a la aplicacion de las dosis
seminales, siguiendo la pauta de IA para nuliparas.

Tratamiento Ne de Porcentaje de  Porcentaje de Tamario

Nuliparas  No Retorno (%) Fertilidad a de camada
Parto (%) (nacidos vivos)

A-Control 225 84.4 81.3 9.84

Martin Rillo, S. y col., 1996

2.- Sensibilizacion de cerdas nuliparas con P.S.S. en el ciclo estral previo a
la inseminacion.

Este método consiste en administrar un volumen de 100 cc de PSS a 370C du-
rante el celo previo al que se vayan a inseminar las cerdas nuliparas; para en el
celo siguiente inseminar siguiendo la pauta de |A para nuliparas, es decir, 30 cc de
PSS previamente a la introduccion de la dosis en cada una de las inseminaciones
que se hagan en ese celo.
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Resultados

Grupo Ne de % N.R.

Nuliparas (5 sem)

A-PSS 145 92.15

NR- Tasa de no retorno
LNT- Lechones nacidos totales

LNV- Lechones nacidos vivos

88.10

10.86

10.24

LNT /
100 1.A.

957

LNV /
100 1.A.

902
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La hembra una vez inseminada debe mantenerse en la zona de cubricion-con-
trol por un periodo ideal de 35 a 42 dias, durante este periodo la hembra no de-
bera sufrir ninglin manejo o reagrupamiento que le pueda provocar stress y que
le ocasione una posible reabsorcion o pérdida embrionaria. Especialmente critico
dentro de este periodo es la sequnda semana post-cubricion que coincide con la
fecha de implantacion de los embriones al endometrio.

A partir de quince dias post-cubricion se llevaran a cabo los controles de vuelta
a celo y confirmacién del diagnostico de gestacion:

El control de vuelta a celo se debera efectuar con la ayuda de verracos recelas,
debiendo pasarse al verraco recela por delante de las cerdas dos veces al dia du-
rante 15 minutos cada vez como minimo, bajo la atenta vigilancia del operario,
siempre a las mismas horas y sin coincidir con las comidas u otros momentos en
que los animales u operario puedan distraerse.

Durante la recela se prestara especial atencion a las cerdas que se encuentren
entre los 18 y 24 dias post-cubricion que es el periodo cuando puede ocurrir la
mayor frecuencia de vueltas a celo de tipo regular y que es cuando han de de-
tectarse.

Las cerdas vueltas a celo o negativas pasaran a la zona de cubricion para volver
a inseminarse o se eliminaran segun sus antecedentes reproductivos.

Las cerdas que no vuelvan a celo o positivas después de este control, deberan
confirmarse posteriormente con alguno de los métodos de diagndstico de ges-
tacion disponibles:

® A partir del dia 22 post-cubricion si es con un aparato de ultrasonografia tipo
B (ecdgrafo de pantalla), en donde se observaran las vesiculas embrionarias si
la hembra esta gestante.

* Entre los dias 28 y 35 si es con un aparato de ultrasonografia tipo A (ultraso-
nidos) en donde se observa una luz y/o se escuchara el sonido de positividad,
o0 con un equipo de efecto Doppler en donde se escuchara la actividad de la
arteria uterina en la hembra gestante o los latidos de los corazones fetales en
el segundo control.

Posteriormente se volvera a comprobar entre los 35 y 42 dias post-cubricion
con cualquiera de los métodos de diagndstico disponibles, considerandose como
gestante a toda hembra que resulte positiva durante el diagnostico y trasladan-
dose a estas hembras a la zona de gestacion confirmada dentro de la explotacion.

Tres son los objetivos principales en el manejo de la cerda gestante: llegar al
parto con una correcta condicion corporal, mantener la gestacion maximizando
el tamano de la camada (evitar en lo posible la mortalidad embrionaria) y con-



seguir un peso adecuado y uniforme de los lechones. Para alcanzarlos habra que
tener en cuenta el manejo de la cerda durante la fase embrionaria de la gestacion
(primeros 35 dias) y el manejo que se haga de su alimentacion.

El someter a estrés las cerdas o primerizas durante la fase embrionaria puede
desembocar en un aumento de la mortalidad embrionaria que producira una re-
duccion del tamafio de la camada o incluso la pérdida total de la gestacion. Para
evitar que esto suceda seria recomendable:

® Mantener separadas cerdas primerizas del resto.

® En caso de alojar a las cerdas en jaulas individuales las primerizas deberian
someterse antes de la cubricion a un periodo de adaptacion a estas jaulas.

e Evitar mover las cerdas y primerizas durante estos primeros 35 dias, incluso
aunque estos movimientos parezcan poco importantes como podria ser el
reordenar las cerdas.

® Mantener siempre a las cerdas en condiciones de termo-neutralidad, evitan-
do temperaturas inferiores a 15°C y superiores a los 28°C

Superada esta primera fase, la gestacion sera mas estable y la cerda resistira
mejor las situaciones de estrés, pero no hay que olvidar que en casos de un estrés
fuerte éste puede llegar a ser causa de aborto, lo que debe tenerse especialmente
en cuenta cuando las cerdas se manejan en grupo.

Un adecuado manejo de la gestacion permitira reducir la mortalidad embrio-
naria, a la vez que asegurara un correcto estado de la cerda y un adecuado cre-
cimiento fetal, preparando a la cerda para afrontar la futura lactacion. En la ali-
mentacion habria que considerar 4 fases:

¢ a.Primera semana de gestacion: Alimentar con cuidado, sin excesiva canti-
dad de pienso para maximizar la supervivencia embrionaria, sobretodo en
primerizas. Como sugerencia, en primerizas podemos hablar de 1,6-2,0 kg/dia
y en cerdas multiparas entre 2,0-2,3 kg/dia con nutrientes de baja densidad
en la dieta (13 Mj de EM/kg y 0,55-0,6% de lisina).

® b.De la primera semana hasta el dia 35 de gestacion: Alimentar tanto pri-
merizas como multiparas en funcion de la condicion corporal. El objetivo
es consequir la condicion que queramos tener al parto (20-22 mm en P2 al
parto) en este periodo de tiempo.

e ¢.De los 35 a los 95 dias de gestacion: Mantener el estado corporal de las
cerdas evitando que pierdan peso.
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* d.De los 95 dias al dia antes del parto: Suplementar con 1,5 kg pienso/dia la
racion anterior, tanto para primerizas como multiparas.

-CCrl;ﬂz mm *Comida on fanc dnde b cond i Bneomponl
**® Pemmode gestaciin hasis 5 dis degué del pana
CC: 2312 =16 mm =*%= Pionso de Lactaiddnhaga b cubricin
O 3: 16 — 18 mm.
Ad Lib
<o = [or
4,57
40— 1E-48
i Ad LI
5p-3
3.0 st
2.9
B-1,
2.0
1.0 |+ Gescidn®2 p—Loctoc ntiy,

Dia 3.5 | | |
||‘_‘uhri|.- W I |m=95 | | Pario | |nm. | Cubric |

Las restricciones pre-parto que se han venido aconsejando no seran necesarias
si se han seguido las pautas aconsejadas. Tan solo el dia anterior a la fecha pre-
vista de parto se reducira la racion a la mitad, con el fin de evitar tener que estar
limpiando comederos el dia del parto.




Control de las condiciones
ambientales en el centro de
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Para conseguir una maxima expresion del potencial genético en las explotaciones
porcinas hay que proporcionar un medio ambiente adecuado. En el caso de los
centros de inseminacion artificial porcina, el mantenimiento y control de las con-
diciones ambientales de los verracos es fundamental para obtener una produccion
seminal homogénea y de alta calidad. EI control ambiental (temperatura, humedad,
ventilacion, concentracion de gases, luz..) manteniendo unos rangos 6ptimos que
aseguren el bienestar y confort de los verracos, ayudara a mejorar los indices técni-
cos (productividad) y econdmicos (coste/dosis) del centro inseminacion.

Influencia de factores ambientales sobre la capacidad reproductiva
del verraco.

Existen una serie de factores externos al propio verraco que pueden afectar
tanto a su aptitud reproductiva (libido y calidad seminal), como a su aptitud fisica
(aplomos y funcionamiento de su aparato genital).

Sistemas de acondicionamiento ambiental:

Factores extrinsecos
o de influencia

Medio Estado Instalaciones rlutn'cidn Manejo

ambiente ganitario
ipo de
cuadras
|Eﬂu I
LM_I _[’v’mbihcién I
=

_Intensided |

Para la seleccion del sistema mas idoneo para el centro de inseminacion (CIA),
hay que tener en cuenta diversos factores como:

e Situacion geografica del centro de inseminacion

® Dimensiones y disposicion de la nave

Condiciones de aislamiento térmico

Numero y tipo de animales alojados

Tipo de alojamiento



Durante las €épocas de calor intenso, la diferencia de temperatura entre el
exterior e interior de la nave se reduce, y ademas hay que afiadir el calor que
desprenden los animales, lo cual hace que no se pueda conseguir mantener una
temperatura en el interior de la nave inferior a 5°C con respecto a la exterior.
Ello hace imprescindible el uso de sistemas de refrigeracion.

La refrigeracion de la nave puede hacerse por medios de sistemas evaporati-
vos a depresion (pared humeda) o evaporacion a sobrepresion (coolings). El sis-
tema mediante pared humeda, solo es eficaz en zonas con humedades relativas
bajas durante el verano. Es importante que el chorro de aire fresco sea disperso,
y que no caiga directamente sobre los animales.

En ciertas areas geograficas de temperaturas bajas durante el invierno, puede ser
necesario incorporar un sistema de calefaccion (mediante aire o agua caliente)

Entre los factores medioambientales que afectan a la capacidad reproductiva
del verraco tenemos:

Temperatura optima recomendada 16-22°C
Es uno de los factores de mayor influencia sobre la fertilidad del verraco.

En el testiculo existen mecanismos fisioldgicos de termorregulacion para el
mantenimiento de una temperatura intratesticular 6ptima, ya que la esperma-
togénesis (produccion de espermatozoides) es muy sensible a las altas tempe-
raturas.

El plexo pampiniforme es una estructura vascular en forma de red entrelaza-
da, especializada en el control de temperatura en los testiculos, mediante un
sistema de intercambio de temperatura. El calor de la sangre caliente (39°C)
procedente del cuerpo se transfiere hacia los vasos venosos que retornan con
sangre venosa mas fria procedente de la superficie testicular. Esta sangre ve-
nosa se va enfriando al recorrer la superficie del escroto. El musculo cremaster
ayuda a sostener a los testiculos y participa en el control de la temperatura
testicular. Cuando la temperatura ambiental es baja, este musculo se contrae,
acercando los testiculos hacia el cuerpo del animal. Si la temperatura es eleva-
da, se relaja el musculo, permitiendo que los testiculos se separen del cuerpo,
facilitando su aireacion. La funcion de la piel escrotal es muy importante, ya
que tiene sensores de temperatura, que regulan el ritmo de respiraciones del
animal (jadeo). De esta manera, favorece la eliminacion del calor mediante
evaporacion a nivel de mucosa respiratoria.

Otro mecanismo de termorregulacion a nivel de testiculos se realiza mediante
la contraccion y relajacion de la tunica dartos. Durante las épocas frias, se con-
trae, arrugando la superficie de la piel del escroto, minimizando las pérdidas de
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calor. Durante las épocas calurosas, la tunica dartos se relaja, y la superficie del
escroto aumenta considerablemente, facilitando el enfriamiento.

En el verraco, debido a la disposicion del escroto y a su escasa capacidad de
sudoracion, existe una relacion directa entre la temperatura corporal y la tem-
peratura intratesticular. La temperatura intratesticular es de 35-36,5°C, nor-
malmente 2,5°C menos que la temperatura rectal.

Altas temperaturas:

Cuando la temperatura de la nave supera la zona de termoneutralidad del
verraco (temperatura critica maxima: 29°C, se producen unas alteraciones de-
bidas al stress térmico.

Como consecuencia, se altera la funcionalidad de la hipdfisis, reduciéndose
la liberacion de gonadotropinas, que tienen accion sobre la espermatogénesis.
que produce alteracion en la produccion de semen, observandose:

® Incremento de formas anormales,

® Descenso de motilidad,

e Reduccion de porcentaje de acrosomas normales.
e Alteracion en la viabilidad espermatica.

® Disminucion de la capacidad de conservacion de las dosis seminales a lo largo
del tiempo.

Los efectos por estrés térmicos son muy variables, pudiéndose observar va-
riaciones individuales y por razas o lineas genéticas. Ciertos verracos logran
adaptarse a las altas temperaturas, si esta elevacion es gradual. Cuando las
diferencias de temperatura entre el dia y la noche, superan los 10°C y la hume-
dad relativa es muy elevada (superior al 90%), la capacidad de adaptacion se
dificulta, aumentando la sensibilidad al estrés.

Cuando se producen altas temperaturas ambientales persistentes por mas de
48 horas, la diferencia de temperatura intratesticular y corporal se reduce, y
provoca los problemas en la produccion espermatica.

El intervalo de tiempo entre el inicio del stress térmico y la aparicion de alte-
raciones espermaticas, nos pueden indicar a qué nivel del ciclo espermatogéni-
co se produce la alteracion.

Varios estudios han demostrado que el stress térmico incide especialmente
sobre la espermatomiogenésis, es decir la fase final de la espermatogénesis.
Asi pues, las espermatidas y los espermatozoides jovenes inmaduros son mas
sensibles a los efectos negativos de las altas temperaturas, que los espermato-
zoides maduros almacenados en el epididimo y que las espermatogonias (fases
iniciales de la espermatogénesis).



Es por ello que el descenso en la calidad seminal se suele se detectar a las 2 o
3 semanas de la exposicion a altas temperaturas. Después, pasan 5-6 semanas
de calidad seminal reducida, que es el periodo de recuperacion, hasta que se
completa el ciclo espermatico, que dura en total 7 semanas.

Bajas temperaturas:

Las bajas temperaturas (nunca por debajo de los 10°C) son menos criticas
en la produccion o calidad seminal, siempre y cuando se aumente de forma
adecuada el aporte de pienso, para que el macho no se vea obligado a recurrir
a sus reservas corporales. Uno de los efectos mas directos que producen las
bajas temperaturas de la nave sobre el verraco es una disminucion de su libido.
Por eso, en ciertas areas geograficas de climas frios se hace necesario el uso de
sistemas de calefaccion.

El uso de cama abundante de paja (preferiblemente de cebada) en los aloja-
mientos de los verracos ayuda a elevar la temperatura en la zona de descanso
del verraco en 3-4°C, y se ha comprobado que tiene incidencia positiva sobre |a
calidad seminal, ya que ademas reduce la humedad del suelo, y disminuyen los
problemas de patas en los verracos.

Humedad relativa recomendada: 60-75%

El grado higrométrico tiene una influencia directa sobre la eficacia reproduc-
tiva del verraco, recomendandose una humedad relativa del aire en torno al
60-75%.

La relacion entre humedad y temperatura se denomina indice de calor. Este
valor hace referencia a la sensacion térmica que tiene el cuerpo cuando se
combinan altas temperaturas con la humedad ambiental. La influencia de la
humedad empieza a ser notable a partir de los 26°C.

En el area sombreada de azul se pueden ver los indices de calor inferiores a
29°C, que seria la zona de confort del verraco.

La humedad relativa elevada agrava el stress por calor, al reducir la capacidad
de eliminacion del calor corporal por evaporacion a través del aumento del
ritmo de respiraciones (jadeo).

Ademas, un aire excesivamente humedo es menos aislante que el seco, con
lo cual el local serd mas frio cuando bajen las temperaturas. Si ademas la nave
no tiene un aislamiento adecuado, el exceso de humedad se condensa en las
paredes y favorece el deterioro de las instalaciones.

Otro problema afadido a la humedad elevada es que favorece la proliferacion
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de microorganismos. En los suelos humedos se produce gran proliferacion de
bacterias de diversos origenes (agua, heces, alimento...). De ahi la importancia
de una limpieza eficaz y el uso de productos desinfectantes y secantes, que
reduzcan la humedad del alojamiento.

Ademas muchos microorganismos que se transmiten por via aerégena nece-
sitan un nivel determinado de humedad. El nivel de humedad relativo idoneo
para reducir la proliferacion de bacterias, virus, hongos, estaria entre 40-600%.
La reduccion en el grado de humedad relativa de 90 a 80% puede suponer una
reduccion de la transmision aérea de microorganismos patogenos en un 50%.
El encharcamiento de los suelos puede provocar también aumento sensible de
la poblacion de larvas de moscas y otros insectos, aumentando la incidencia de
las parasitosis.

El exceso de humedad en el suelo también tiene un efecto negativo sobre las
pezufias de los verracos, produciendo su reblandecimiento, y como consecuen-
cia, un aumento de problemas locomotores.

Para conseguir una temperatura y una humedad adecuada, es necesaria una
ventilacion correcta. El caudal de aire de ventilacion dinamica debe calcularse
segun las circunstancias particulares de la instalacion. Normalmente, para los
verracos oscila desde 36 m3/h en invierno hasta los 360 m3/h en verano. Tam-
bién es importante conocer la velocidad del aire, ya que influye en la pérdida de
calor de los animales, y en las patologias respiratorias. Asi pues, temperaturas
de confort para los verracos pueden ser inadecuadas si la velocidad del aire de
entrada de aire fresco es excesiva.

Velocidad de aire recomendada: 0.2 - 0.7 m/s.
La ventilacion es necesaria para la renovacion de aire:
® para proveer de oxigeno
® para ayudar al intercambio con el exterior de CO2

e eliminar el exceso de humedad que se produce en el interior del alojamiento
como consecuencia de la respiracion del ganado, y por la evaporacion de
orines y aguas de limpieza.

® eliminacion de malos olores

e eliminacion de gases nocivos

eliminacion de polvo y particulas en suspension.



Se producen como consecuencia de la respiracion de los animales (CO2) y de la
fermentacion de la materia organica del purin (amoniaco y dcido sulfhidrico).

Concentraciones elevadas de estos gases pueden afectar al bienestar de los
Verracos.

Concentraciones maximas de gases recomendadas:

Asi pues, concentraciones elevadas de amoniaco pueden originar, desde irri-
tacion leve de ojos, hasta irritacién de fosas nasales y garganta. En el caso del
acido sulfhidrico puede originar pérdida de apetito e incluso dificultad respira-
toria, y problemas neurologicos. Los niveles elevados de dioxido de carbono nos
indican un problema en la ventilacion de la nave.

Ciertos problemas de productividad y calidad seminal que se observan en los
verracos pueden estar asociados a un efecto estacional, que combina cambios
de temperatura y de fotoperiodo.

El volumen y el pH del eyaculado son muy dependientes de la actividad se-
cretora de glandulas accesorias, que esta muy influenciada por los cambios en
el fotoperiodo. La exposicidén de verracos a dias mas largos mejora la funcion
testicular, aumentando la concentracion de testosterona. Segun diversos auto-
res, la concentracion y numero de dosis se reduce en fotoperiodo decreciente.
El grado de afectacion depende de la raza e individuo.

En cuanto a la iluminacion, se ha estudiado que también afecta a la concen-
tracion de espermatozoides, produccion de esteroides y la libido. Es importante
tener una buena luz natural y garantizar un periodo de 10-12 horas de luz dia-
rio, suplementando cuando sea necesario con luz artificial. La luz fluorescente
es mejor que la incandescente porque evita sombras y distribuye mejor la luz.
La luminosidad recomendada para el CIA es de 250-300 luxes a la altura de la
cabeza de los verracos.

Estudio sobre diferencias en calidad seminal segun el tipo de control ambien-
tal.

Se han realizado diversos estudios sobre la incidencia del control ambiental en
los centros de inseminacion artificial sobre la calidad seminal:

El control de las condiciones ambientales en un CIA mejora el bienestar de
los verracos, y favorece que se consiga una mayor produccién de semen, de
forma estable a lo largo del afio, con una calidad seminal superior.



