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El prircipal objetivo de lz Imseminmcidn ‘riificial {(I.:.),
eatribu en el wejoraniento genétics ern wasa de lus potlaucio-
nes animales, pcr uzedic de las utiliz:icidr rds eficaz de los
gexentales seleccionados de la marera nis cientffica posi—-—
ble, por 3u cupacidud para traswitir rusgos ¢ cwracteres. de
importuncia econdwica. .

En el presente tratejo, se utilizarcn 5 yemntales cap:rizﬁos
de las razas alpinu ¥y Rulia, de los cuales ge obtuvieren 20
eyaculedes por medio de 1l vagina artiticiul, ’

Cada eyaculudo Ye convervd en refrigerascidn durunte 24 ho-
ruza en-dos diluerntes diferentes; I} Vews: dé husvo-Sacarosa:y

" II) Yeus de huevo—lactosa-EDT.. .

Ja motilidad progresiva tué evulunda er. semen fresco, as{
como en seren refrigerado a las 2 y @ lag 24 horas, bajo
_tres métodos diferentea:

1) Pruebsi de lu reduccidn del uzul de metileno,

2) Prueba de 1la nigrucidn espermdtica en noco cervicul de’

vaca en celo y contenido en tubo capilur.

3) Observwucidn 2l microscopio Sptico de .semen diluide 1:100

en citrato de sodio. ‘

La yrimers prueb- consiste en lu determm..cidn del tleupo :
necesario para gue ung puestru de sewen decclore cierta

. cuntidad de Teactivo (azul de metileno); & 37°C de inmcubi- ..
_ cién. : Te e

Para e:t'ectuar 14 eebunda prueba, priuermante_ se llenqoh' o
los’ tubos cupilures con el moco cervical, para posteriormen- .
te ser :.ntroducidoa verticulwente en tubos de ensfxye que S
contieneén 1 ml, de semen ‘diluido en cada uno de ‘los diluen—
tes: mencionzdos y se incubsron durante 1 hr, 2 37°% . a1 -—7-'
'transcurrir éste pericdo de tiempo, 1los cupilires sSe conser—

‘_ varon en’ re‘"rzberacz.dn pera su lecturs posterior. :

La \iltlm.. pruebs se realizd coloc,.ndo unae goté del semen di :

lu:.do direcsamente’ en un port. JObjetOS, para ser pbservudo er
‘el aieroscopio 691100. o

En los. resultados obterldos, se obaervd que ex:.stid un ei‘ec .
“to del-diluente (PLC.005), del tiempo. de conservacién en re~
frlgeraczdn, agf como un inrerac01dn dnluente—tlen'po L —




INTRGGCDUCCICN::

Z1l. . rincipal cbjetivo de 1n T.4., eztrioun en el rejorumi-
ento genéticc er

muse de lus poblociones snimales, por nediro
de iu utilizueildr anls cficsz de lou sementales seleccionados
de lu peners wds ciertifics posible, por su cupucidad para

troswitir rasgos & curiocteres de iwportancia econdnica.(Nc
Donuld, 1376).

La I.A. e8 unu herrumients gque puede r

ulter de utilidad
en todom wyuelleos cusse en gue interese 5 .cer u’o nds inten-
zive de los repgrodudc

ores wmacnos. Tul parecs ser lu aitus--
cidn en cusoc de ser cbjetivo, lu sbzorcidn de unas rizza por
otra y de ser reducide el nluerv le.gjeuplures de lu raza
wusourvente. ir fate sentido z sido utiliz_.do con €éxito, k-
gerviendo ruzus nstivus con rizas weior .das. {Ponzoni, 1373).
L. I.A. hu -logrado un ncoctable avunce y sran difusidn en o
‘industriu genadera y constituye el esfuerzo unds importante
en prd de la produccidr del gunado lechero, En s8ociucidn
éon,su er.orme rotencial para lu axplic distribucidn de mn-
teriul genético . pirtir de sementnles seleccionsdos, a1,
As ha estinulado lu investigucidn tilsic. y splicadua er la-
yroduccién, erianza y econowfa unimul. (¥e Donuld, 197%F),
Desde el punto de viocta del neix

aziento genético dentro
de una raza, 1l ventujs de la I.A, rudics en lus posibili-
dades gque ofrece de zunentsr la intecrnsidud de seleceidn al
permitir mayor uso de loa carneros superiores, Al wmisno —-
tiempo, ul reducirse el ndweroc -de carneros ewplex=dos, el
aurento de cons ,nguinidad por generucidn serd n.ad:or, Sun-
4ue se chce yue’ los ‘efectom de 1lu consunguinidad son ués'
potorioa en’ reoatios ue tatiiiico reducido, (Ponzori, 1973).

" En otras especies anlmales, Ia I.A. no ha ..vunzado en el
“pismo ‘grade que en los bovinos, debide ‘principaluente &z
‘zones -técricus y econowicas. ’ ‘ !

Es- esenciul una restrizcidn raciorsl en 1w dpliczcidn de‘_'
» T.A. a granies pobluciones, ya que se puede distribuir’’
g 'ampliamente ~u..er';..;1 genético 1nfﬁrnor, aai coud tamb:.én
se puede lograr u.e;)oreu.lento genétlco (TuC Dcrald 1978).
. En species de reproduccn.dn eatac10nal _omo loa ca-)rlnoa,
'una ventuja er Lo conservaci6n del semen, es que puede al—-




wncenurde en la estacidn reproductiv. cuando éste es produ-
cidc ccn mejor culidad.(Rao y Pandey, 1877).

Uns de las principales causas del poco uao. de la técnicu en
czgrinos, es la dificultad - que existe para conservar el se-
men (¥oreno, 1%€4), y por el ndmero de hembras cubiertas por
seweltal.

. 1a congelacidr del semen er form: de pagtillas ¢ pellet, -~

‘puede ser unu solucidn & futurc por su fécil wunejo, aungue
actuclmente rne podeic3 eaperar resuliados del iado satisfac—
torioa. : !

‘Rac.y Pandey (iS77), reportan aue probznde cinco diluentes
durunte diferentes estaciones del aino, al een.en uror"xc:.do
durante 1a ‘estucid'n mfa friu, verfz nejorcs curu:"nr’sticas
gue’ 1 obtenido en la eatucidén uds cdlida. También reportan,
_,ue utilizardo un diluen<e a base de yenm: de huevo, citrato,
fructuosa 'y ‘glicerina, ne encontrd uni aceptable wotilidad y
viabilidud de loz eapermatozoides obtenidos y mantenidos a

C hd.stﬂ por 144 horus.

Cuando ge ha utilizudo un uiluen te u buse de yema de huevo,

uzdcares y L,licerlm., los resultados de fertilided no huan 8i
" 46 'cuy alentadorea, ;obteniéndose'valores entre 50 'y 60,’%_ de.

‘concepcidn ,; ‘solaménte en alguncs ocac_ioxies se hon logrado’
‘poruentzjies nuyores. (Aawdnl y dndersen, 1968; Viaser, 1974;
ELUNT y willesd, (39800, . SO L
i £1 6xito de 1los yrogramas. de I.A., depende en &ran cedida..
[ de la c:lided del semen yue se aplics, FTura Seto, se Yan de-.

L sarrolliudo aétodos jue pueden estizer in vitro. la capHcidri -

: féi{tilizante de los espermitozoides.y se han.propuesto como;
L pruebas ‘de rutiau, las ‘siguientes: ‘a)E1 irolumén. b)la: con-
‘centracidn v ¢)ls motilidad. proeresiv'.(ott ¥l mon, 1980).;

: Fritre el voluu,en Ge’ eyaculado ¥ 1a. concenfracién esperméti-
‘ca por. nl., se determina 1s ‘cantidad ‘de espermatozoides ‘que

e :contn.ere la muestra obienide, rientras que 1s: motilidad “pro-. -
"sres:.va es iun’ estimador de la c;pacidad fecumhmte a ﬂichos
. ] omoides, 51endo a.dexz.aa La estima.c:.dn dn vitro que m
r c'_rrelacidn preﬂentu con 1 fertilidad del semen r=.d
(C’crteel, 1576) y.r= o 66 {Peraltu, et.-al., 1987).
Pox‘a lo: tanto se .mn deaarrollado uns serie de . téonicas oue
pern-_lteu hacer esta evalusxeién e' form n:és objetiva pos:.ble )




E1l procedinienio utilizado con amyor frecuenciu es lu obser-
vucidn microsedpice directu. con semen dilufdo. Tos. primercs
métodos biogufmicos ineluyeron lu reduceién del uzul de meti
leno y el frdice de fructuolfsis, '..ios busados en el metabc
lisno espercdtico de la fruciuosu (. ur, 1864), 5y reciente-
cente se utiliza lu medicién de enzioes como lt tramsaminusu
glutdnico~oxalucética ; la deshidrogenasa ldctica . (Zhdo-Qi
Tu et, al., 1982). Ctras técnicas fisicas agrupun cdmaras de
vidrio (Makler, 1978), métodos fotogrificos. (Revel y. Wood,
1978) y fotométricos (Bartoov et. al., 1981); adexds, existe
un rétodo biocldzico bisado en la migrzcidén de los eapermnto-
‘zoides a través de mocc cervical (Langford et, al., 1984):




CBIETIVOS:

1) ‘Comparar lu viabilidad ¢el-semen cagrinc refrigerado

~y ‘dilufdo en dos umedios diferentes,

2) Correlacionur varios métodos para estimar lu motilidad

progresiva del'éémén caprino refrigerado, -




ATZARIAL Y XWETOD20:

El presente trab:js experimentsl, sc llevs a cabo en el Labo-

ratorio de Reproli~:--if:;: jnimal d2 la F.E.5.Cuautitlén, locali-
do 2n el municivio d2 Juautitlin Izcalli, Estido de México.

Se utilizaron 5 sementzles caprinos de las razaes Alpina (3)
Mubia (2), de los cuales se obtuvieron, mediante vagina'arti—
ficial, 20 eyaculadss gue se consideraron d» buena calidad,

Cada eyaculado fué dividido en dosz alicuotas, de tal manera
gue -guedaron 100x106 espermatozoides/ml.. Cada una de las mues
tras se conservé en refrigerecibn por 24 horas, en dos diluen-
tes diferentes oue fueron. : ‘

I) Yema de huevs—--~Lactosa.
IX) Yem: de huevo—--Sacarosa——EDT4.

La eveluzcifn de la motilidad progresiva se efectud en semen
-fresco y refrigerado por 2 y 24 horas, bajo tres métodos difex
rentes gue fueron : !

1) Prﬁebn de la reduccién_del azul de metileno.

2) Prueba de la migracidén en tubo:capilar con moco cervical.

3) Observacién al microscopio 6ptico de semen diluido-1:100
en citrato de godio al .2. 9.

La prueba de la reduccidn del nzul de metileno, es un método
. bas ado en la determ1nac16n del txemoo necesario para. que uns
muestra de semen decolore cierte cantxdad de ren cthO, ‘a 37 C

'en 1ncub9016n, b4 gue’ cons1ste en agregar,i ur tubo de;ensayu,
c-de.l ems de’ digmetro ¥, eapacidad de 3-4c.c., 0.1 ml, de semén
& 0.4 mlo de diluente +.0.005 de azul de metileno yiuna. ca'd»
de acexte mxneral. La prueba presenta correlaclén sign;f;ca—
Jtiva con el ‘nimero de esperm“tozoidee, au movmlldad 1n1cial,,

. 1a‘dzsminug16n 1¢ fruciuosa.y-el enriguecimiento en Acido léc
“tico nost—incubacién. ae 2bservd conetantemente hasta que ——Q'

-eYlStlé un camnﬂo de’ color. :

Para efectuar 15 uruebu de la, mlrracl6n en tubo capllar, prl




meramente se obtuvo moco cervical de vaca en celo; posterior—

mente,se procedid ¢ llener tubos caoilares de 5 cms. de lon-

gitud con el moco obtenido. Una vez gue estuvieron listog los
capilares, fusron colocados en tubos &e enssya, Jue previamen

te fueron presarzdos con 1 ml. d= semen diluids con loz dos

diluentes ya mencionados (1 czailar por tubo), y se incubaron

por 1 hr. =z 37°¢; al transcurrir la hors, los capilares se re

frigefaron sara su lecturz posterior. Para realizar ésta orue

ba con el semea refrigerads, primero se incubsaron los cavila-

res =z 37°C durente 1D mins.; la lecturz en &ste caso se llevd

2 cabo madiente la'divisidn del conilar en tres segmentos de

los zuales se extrajo el contenido de cads uno de ellos y se
mezcld con el colorante Rosa de Beﬁgala, como  medio de. con--
traste, para obssrvor los espermciozoides al microscooio ¥
B " conter los de cadn sermento, depositando una gota de la mues—
) tre en una eamarz 42 Neubauer. ’

La tercarz pru=zba se realizé colocando una gota de semen di-
1uids (1:100) en un sortaobjetos, obvservindo ia motilidad.di-
rectamente sl microscopio Suvico y dando valores en porcente-
je. _

Los datos. se evaluaron sstedlsticzmente mediznte el anflisis -
de varianza con arregleo factorial y ecuaciones de regresién.y

correlacifn simple (Steel y Torrie 1989), bajo el

siguiente :
método 2 . : :
’ Y= e« Tis TDua B
Doads : | Ry
M ='media poblscional ) T =;Tie@p§
. i =

' Piluente ; B = Ereor expsrimental




RE3ULTADOS ¥ DIsTYS5IO0N::

“Bn el cuadro #l, se gradentan las medias para le motilided
progresivi evzluadz en el microsconio Svtico. El semen ;resco
tuvo la mejor motilidad progresiva 70.5 T 6.36% y fué diferen
te n los demész. trztemientos (P<0.05). El semen reffiger:?.do du
ran'te‘z nrs. en lactosa, fué mejor (Pu0.05) oue el tratamien=
"to del mismo tiempo en sacarosa 45}5 I6.354 y 35.5 z 6.86%'
respéctivamente. El semzn refrigeradé durante 24 nrs., ﬁerdid
practicamente su motilidmd y {io hube difereneia en cuanto a
diluents  (P<0.05), te-iendo 1.06 Y 0.994 para sacaross ¥y 1.75°
31-73$ para lactosa. Bn elymismo cuedro, se anotd la cantidad’
vde éspermatozoides Que avanzé en los capilaress; los eapermatg
zoides que migraron en el primer’segmento. fueronjen mayor nk
mero para los diluidos en 1actoéa; en el semen fresco y refri
- gerado por 2 y 24 h;é., cuando'se comvar6 con los diiuidos en_
SacarosSa. En el semen fresco, para el diluente lavtosa migra-
ron 143.3 73.69 espenmatoz01des/hm3 ¥ pars el diluente saca
rosa 79668 = 34, 46 espermatozoides/mm3 a las 2 hra., ‘de refrl
‘geracién 84.56 % 41.96 y 34.37 X 51 77 esnermata’oxdes/mm N y
a 1as 24 hra. de refrigeracién 26. 93 14,30 para 1actosa y
.81 % ‘3.716 pera sacarosa espermatozozdes/hm ‘siendo todas
~éstas ‘diferencies signifxcativas. o

Para 21 “eﬂurdc segmento no: exlstleron dlferenclaf sigﬂlfl-

E cativas,~n1 entre el- dxluente, ni entre tlempo (P)O OS).v-;
Para 1a prueba de 15 reducc*én del z;l d= metlleno, no fué

vosible’ comparar entre el Semen freuco ¥ el refrigerad

de=:’

i

kjbido a oue las mediciones reulizadas fueron diferentes.;

xistieron dxfer dcias entre tratamientos.

- En el cuadro #2 ‘de analzsis de varxanza (P(O 005). se obser L



En el cuadro ., se observs cue los faclores que . afecitan sig-

nificstivemente fgta ceracteristica fueron: =i diluents
mp

(P 0.005), el tiempo (PL0.0D5), y el segmento del tubo capilar

(P 0.005); =zdexmés, tembien fueron significstivaz las siguien-
tes dinterzccis

s Dw?, DxS, Tx3 y Txoxd son (FeR.005) en to-
dos los cesS0s.

En el cuzdro .2, ze sefalan las correlaciones antre la prus—
ba del azul de metileno ¥ le motilidad vdrogresiva oveluado en
el microscopio Sptico, existiendo une correlscién positiva —-
1=0.43 (F<0.05) solamente parn el diluente stcarosa. Las corre
laciones'entre la cantidzd de espermutozoides que migreron eﬂ

el primer segmento del tubo cepilar, fueron significstives pa-

ré ambos dilucntes, - 44 (PLO<05 ). pare sccarosa y r=0.42 —-
{?<0,05) pera lactosa.

e

g BEE
o5 W mete
’g@? w W s




CUADRO # 1

HOTXLIDAD PROGRESIVA DE LOS ESPERMATOZOIDES CAPRINOS
MANTENIDOS VEINTICUATRO HORAS EN REFIGERACION A 5° c.
Y EVALUADA POR TRES METODOS.(MEDIA * DE)

SR 2% HS, 'L

uh‘:OQO SP N ’ SFS SFL SR 2HS.S SR 2HS. L | SR 24Hs. S
‘MICROSCOPIO T ’ S SIS RN
PTICO 70.5 % 6.86 3545 = 6456 145.5 1.6.86 [1.06 2 0.99 [1.75 2 1.7
100 x 2 . N L
a 13 b d L'}

%)

CANTIDAD DE
ESPERMATOZ.
EN-EL '1ers
SEGMENTO 'DEY
TUBO’ CAPJLAH
“ESP/ma” .

79-68 3u.uk 14B.3 373460 3487 & 5107 BA.56A1.g

b S a e - b

b 6.81% 3,76
a4

'26.93%14.39
S

CANTIDAD DE
ESPERMATOZ..
EN- EL' 2do.
SEGMENTO DEJ
TUBO CAPILA
- ESP/ma3e

12,26 % 19.7) 16.7 £ 15.13 3.62 & 543

10.56 .2 15,04

0.81°2 ,x.,z‘z

J.AJ = l..s:
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CUADRO # 2

. ANALISIS DE VARTANZA GENERAL PARA LA MOTILIDAD PROGRESIVA DE -
- ESPERMATOZOIDES CAPRINOS EVALUADA EN EL MICROSCOPIQ OPTICO

(100 ‘x) .
t
- | FUENTES GRADOS ksUHA . CUADRAYDOS . |
- DB~ - - DE . £D10S F B P
. . MARIAC1OH] LIBERTAD| CUADRADOS MEDT P B
zoraL || 597 | s483.08 © 92.93 .
TRATA : R N e I
hxentos || 2 ] useowst 2280.25 |14049. {0,005 |
“ermor. || 57 922.57 : | - 16.18 -




cuabro # 3

. - " ANALISIS DE VARIANZA CON ARREGLO FACTORIAL PARA LA
' A MOTILIDAD PROGRESIVA DE ESPERMATOZOIDES CAPRINOS
‘REFRIGERADOS EN DOS DILUENTES A 5° C DUMANTE 2 y 24

HONAS .
R FuENTES DE]]. GRADOS | suma oE CUADRADOS R o - ;
DE . . : R
VARYACION}) 1 ynERTAY CUADRADOS |~ MEDIOS : . : :
. TOTAL 71 21 780.18 ——— PRURRNIE [
‘ TRATAMIENTCH 3 20 977.41 699247 | 592.58 | 0.005 K
DILUENTES 1 263470 263470 22.34 | 0.005 : S ;
) .
bty Y 30 619.62 | ~20 619.62 ‘| 1747.42] 0.005
Dx7T 1 94.09 9409
i ‘RRROR &3 11.80 PR Rl




. B CUADRO " #. & ;
o ANALISIS DE VARIANZA CON ARREGLO FACTORIAL PUR L. AVANCE o ; L ¥
. DE. CSPERMATOZOIDES: CAPRINOS EN TUROS CAPILARES CON HUCO - . S
: CERVICAL DE BOVING UTILIZANDO SEMEN KEFRIGERADO Y DOS DI o

LULNTES.
N . ) FhENTBS GHADOS SUMA DLE CUADHADOS - | ;
TR DE VARIAGCION [DE LIBEH{CUADRADOS MEDIOS F P
Y TOTAL 205 622 726.06 | weccawana e | o —
'TRATAMTENTOY 12 422 545.72 38 413.24 | 37.22 0.005
o R DILUENTES. (D) 1 36 643.63.| 36°643.63 | 35.51 | 0.005
. ) ) » TIEMPO (1) 2 108 955.40 54 477.70 | 52.79 0.005
. i e cal L 175 426.96 | 175.426.96 170,01 | 0.00S
DxT 2 276 946.69 | 138 473.34 |134.19 | .0.005:
Dxs S § 210 475.13 | 210 475.13 [203.97 | 0.005
“rx's 2| 138 163236 | 69 081.68 | 66.9% | oicos’
i %5 ED 2 ¢| 101 519.73 | 50.759.86 | #9.19 | a.o0s"
" ERROR 19k {200 180,34 17031.85 " “mmim - [1 maae




. cuanRo # 5 *. . .
CORRELACIONES ENTRE LA MOTILIDAD PROGHESIVA ESTIMADA EN EL MICROSCOPUO . R 3 : .
OPTICO (100 x ) Y OTROS METODOS DE ESTIMARLA.EN LOS ESPERIMATOZO1DES PR >
CAPRINOS DE SEMEN FRESCO Y REFRIGERADO UTILIZANDOG DOS DILUENTES «

CARACTERIST TIPO DE TIPO DE r SIGNIFL [ n |ECUACION DE
CORRELACION]| DILUENTE SEMEN CANCIA | | MEJOR -AJUSTE|
| :repuccron |[sAc-EDTA-YEMA FRESCO -0,20 . NS 20
= - = -
EL AZUL REFRIGEUADO .| 0.43.. 0.05 20 |y126.36 ¥
X : DE v {(2-hs . . 22.27({x)
5 HMETILENO LACTOSA YEMA: FRESCO ~0.10 -'NS (20
; . (1)
REFRIGERADO | 0.38 - NS 20
: (2 hn :
CANTIDAD
o DE SAC-EDTA-YEM{ FRESCO - [|~0.31° NS 197
- : ESPERMATOZ. 1 - p - s ('
- o " : - [neFRIGERADD B . g - x
-~ EN SU(2 na (046 0-05., /|16,y 3"'73_015,
EL PRIMER | {LLACTOSA-YEMA | - FRESCO l<o.42 o5 y=64.61 +
Al ' . ! 10-05 419 |7 g le39(x
) SEGHENTO © IREFRIGERADD -|: O«2h. - | . NS 16 ’
. < . . (2 hs ; ) S .
CANTIDAD - ||SAC-EDTA-YEM4 - FRESCO - -J=0okh 10,0500 ] 19 |¥268:57 4 s
i S Lo 5| CANTIDAD ; . : 82155 (=) -
I 4 e EL . Rzmxcm‘zﬁn:u 0.02. | NS~ ‘_16 -
sEGUNDO. ‘| |LACTOSA-YEMA ' PRESCO; 19
CAPILAR, ST REERTGRIANG 0 9
: RN N N

(1): NS= N0, SIGNIFICATIVO. (P> 0205 ) . L B
(2) CAPILAHES DE ‘6 cia’ CON HOCG CERVICAL .DE ‘BOVINO DIVIDIDOS EN'TRES.
L SEGMENTOS,DE APROX . 2igme | /o 0 oo ii f 1




COHSCLUSTICIES: 3

254 & los resultados obtcnidos,se puede concluir cue - :

a

diluente a base de lactosa Tué mejor que el de sacerosa
vEra refrigersr semen caprino.

refrigeracidn durante 74 hrs.

=} semen caprino no rexiztid
en ningune d& los dos diluentes, ys que sug coracteristicas

vitales daeceyeron considerzblasmente.

El método del azul de metileno solamente pudo ser utilizado
§on éxito en el semen fresco y refrigerado hasta Z -hrs, con ei”
diluente sacarosa. ’

1a migr&éiGn ¢ travéc de tubos cspilares, demostrd ser dtil -
para evzluar sbjetiverente. la motilidead del s=smén,. beroc su'co-‘
rrelacibn significativa con la ébsérveciﬁn—direc;a al miéroacg”
Lgid,rhace §ue ésta QWltima ;técn;éa siga pfefiriendose‘pafa‘las

oruebas-de yutina.
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