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RESUMEN

Con el propésito de determinar la tasa de fertilidad y el tamafio de camada
en cerdas inseminadas con semen en 3 periodos diferentes de almacenamiento
en un nuevo diluyente de larga duracion a 17+ 1 °C, se integraron aleatoriamente
tres grupos de cerdas: Grupo 1 Se inseminaron 14 cerdas con semen de 0-1 dias
de almacenamiento. Grupo 2. Se inseminaron 16 cerdas con semen de 4-5 dias
de almacenamiento. Grupo 3. Se inseminaron 18 cerdas con semen de 7-8 dias
de almacenamiento. Antes de inseminar a cada cerda, se evaluo la movilidad
progresiva de semen y a cada una se aplicaron dos dosis de semen a una
concentracién espermaética de 5 x 10°. Con un intervalo de 12 a 24 hr. Se
encontraron diferencias significativas (X°<0.05) para tasa de partos, de 71.4%,
43.8% y 27% en cerdas de los grupos 1, 2 y 3 respectivamente. Los valores
promedio (+ ee) para el tamafio de camada al nacer fueron de 8.6+£0.81, 9.1+0.9,
6.0£1.15 en cerdas de los grupos 1,2, y 3, respectivamente, sin diferencias
significativas (p>0.05). Se observd un descenso significativo de la movilidad
progresiva conforme avanzo el tiempo de almacenamiento, siendo los valores
promedio (+ ee) de 84.6+1.02%, 70.0+0.95% y 66.4+0.90 en cerdas de los grupos
1, 2 y 3, respectivamente. El nuevo diluyente sin bicarbonato, no logro evitar el
descenso de fertilidad y prolificidad en cerdas de los grupos 2 y 3, aun cuando
mantuvo porcentajes elevados de movilidad progresiva.

Palabras clave: conservacion de semen, inseminacion artificial, diluyentes de

larga duracion, fertilidad y tamafio de camada en cerdas.
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1. INTRODUCCION

Los diluyentes de semen de larga duracion intentan prolongar el periodo de
almacenamiento hasta por ocho dias. Sin embargo, cuando se emplea semen por
mas de cinco dias, se observa una pérdida de la fertilidad en 10% y una
disminucién del tamafio de la camada en 1 a 1.5 lechones, en comparacion de los
diluyentes de corta duracion, aun cuando los espermatozoides muestran una alta
movilidad progresiva (Althouse, 1997; Conejo et al., 1997). Lo anterior es debido a
que durante el almacenamiento por mas de 4 dias se acelera el proceso de
capacitacion espermatica (capacitacion por almacenamiento) de una manera muy
significativa, ello provoca que al momento de la inseminacion, los
espermatozoides ya capacitados, no puedan prolongar su habilidad fecundante

hasta la llegada de los 6vulos (Conejo et al., 2003).

Oviedo (2003) evalu6 in Vitro un diluyente sin bicarbonato de sodio, el cual
produjo una menor capacitacion de espermatozoides, del 4° al 8° dia de
almacenamiento con respecto al diluyente con bicarbonato de sodio (16.7 £2.9 %
vs 24.7 £3.5 % respectivamente, p<0.05) y (23.4 5.1 % vs. 32.4 6.1 %,
respectivamente, p<0.05). La supresion del bicarbonato de sodio como un
componente de los diluyentes para la conservacion del semen porcino se sustenta
en resultados obtenidos por otros investigadores. Harrison et al. (1993),
observaron que el bicarbonato de sodio/CO, indujo un incremento en los patrones
de capacitacion espermatica debido a modificaciones rapidas y reversibles en la
arquitectura de los lipidos de la membrana plasmatica de los espermatozoides;

ocasionando un incrementé del Ca®" al interior de la célula y estimulando la
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cadena de sefiales de transduccion asociada a la capacitacion (Harrison y Miller,

2000).

El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto del tiempo de
almacenamiento del semen en un nuevo diluyente de larga duracion sin

bicarbonato de sodio en la fertilidad y la prolificidad de las cerdas inseminadas.

2. ANTECEDENTES.

2.1. Conservacion de semen porcino en diluyentes de corto periodo de

almacenamiento.

El semen en estado fresco conserva su viabilidad después de su coleccion
por un periodo corto (dos a tres horas). Para prolongar la vida del espermatozoide
y mantener la capacidad fertilizante se requiere de medios especiales,

denominados diluyentes o extensores.

Un diluyente es una solucion acuosa que permite aumentar el volumen del
eyaculado consiguiendo con ello mayores dosis que permitan inseminar un mayor
namero de hembras, preservando las caracteristicas funcionales de las células
espermaticas y manteniendo un nivel de fertilidad adecuado (Conejo et al, 1996;

Gadea, 2003).
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Segun el tiempo de conservacion, los diluyentes se clasifican en: diluyentes de

corta y larga duraciéon (Conejo et al, 1996).

Los diluyentes de corta duracion son aquellos que mantienen la capacidad

fertilizante del semen hasta por 72 hr, a una temperatura de 15 -18 °C. Estos

diluyentes fueron la base para el desarrollo de la IA porcina a nivel mundial.

Algunos de los diluyentes mas utilizados se presentan en el cuadro 1.

Cuadro 1. Diluyentes de corto periodo de almacenamiento utilizados

en la conservacion de semen de verraco (gr/l)

INGREDIENTES KIEV BL-1 BL-2 BTS CIMAVE CIMAVE BB
48
Glucosa 66.7 27.0 25.0 37.0 60.0 3.5 30.0
Citrato de sodio 3.8 10.0 _ 6.0 9.0 3.0 16.0
Bicarbonato de
sodio 1.2 2.0 _ 1.3 1.0 8.5
EDTA 3.7 _ _ 1.3 _ 2.0 2.5
Tartrato sodico
de potasio _ _ _ _ _ 10.0 _
Cloruro de
potasio _ 0.3 _ 0.8 _ _ _
Acido citrico _ _ 11.0 _ _ _ _
Tris _ _ 20.0 _ _ _ 15.3
Cisteina _ _ _ _ _ _ 0.4
Dihidro
estreptomicina 1.0 1.0 1.0 1.0 _ _ _
Penicilina G
sédica (Ul) 6X10° 6X10° 0 6X10° B B
pH 7.2 8-8.2 _ _ _ _
Presion
osmotica 380- 309 _ Isotonico _ _
(mOsm/kQg) 406
Fuente: Conejo et al, 1996
UMSNH - FMVZ 7
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En trabajos de revision de literatura se concluyé que el BTS y el Kiev, en
ese orden, generan los mejores resultados con respecto a la tasa de partos y

tamafio de camada (Conejo et al. 1996; Althouse, 1997).

Sin embargo, el corto periodo de conservacion limita su empleo en grandes
explotaciones en donde se requiere conservar el semen por periodos prolongados
y, en estas condiciones, se observa un descenso de la fertilidad y de la
prolificidad, por esta razon se pretende conservar el semen mas alla de 4 dias
(largas distancias, evaluaciones sanitarias del semen, etc), utilizando diluyentes de
larga duracion y aumentando las concentraciones espermaticas para compensar

las perdidas por envejecimiento de los espermatozoides.

2.2. Conservacion de semen porcino en diluyentes de larga duracion.

Durante los ultimos 15 afios se han desarrollado mas de 14 nuevos
diluyentes que intentan prolongar el periodo de conservacion del semen y
capacidad fertilizante del esperma por 7-8 dias, a temperatura ambiente; por ello
se les ha denominado diluyentes de larga duracién. La composicion quimica de los
diluyentes de larga duracion (cuadro 2); algunos incluyen ingredientes como
Albumina Sérica Bovina (BSA), fraccion V y amortiguadores organicos (Hepes,
MOPS), que elevan el costo de su elaboracion y consecuentemente el de las
dosis de semen con respecto a los diluyentes de corta duracién (Conejo et al.

1996). Por razones comerciales, no se conoce la composicion del diluyente MR-A.
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Cuadro 2. Composicion (gr/l) de los diluyentes de largo periodo de

almacenamiento utilizados en la conservacion de semen de verraco

INGREDIENTES Zorlesco *MRA ZORPVA Reading Modena Androhep

Glucosa 115 + 11.5 11.5 252 26
Citrato sodico 11.7 + 11.65 11.65 6.90 8.0
EDTA 2.3 + 2.35 2.35 2.25 2.4
Bicarbonato

sodico 1.25 + 1.75 1.75 1.00 1.2
HEPES 9.0
BSA 5.0 + 3.00 2.5
TRIS 6.5 - 5.5 5.5 5.65

Acido citrico 4.1 - 4.1 4.1 2.00

Cisteina 0.1 + 0.7 0.7 0.05

Trehalosa 1

PVA 1 1

Acetato potasico +

MOPS -

Mosm 240 290 275 300 282 309
PH 6.9 6.9 6.8

" Se desconoce la cantidad.

Fuente: Zorlesco (Gottardi et al., 1980); MR-A (Martin Rillo, 1984); ZORPVA (Cheng, 1985);
Reading (Revell y Glossop, 1989); Modena (Moretti, 1981citado por Johnson 1984); Androhep
(Weitze 1990).

Conejo et al (1997), en un trabajo de revision encontraron que los diluyentes con
mejores resultados fueron, MR-A, Androhep y Reading, cuando se utilizaron
verracos que producen semen de calidad y se usa Unicamente la fraccion rica en

espermatozoides.
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En otro estudio se determind el efecto de la conservacion del semen
porcino en los diluyentes Androhep, Reading, MR-A y Butschwiler, en la viabilidad
espermatica, morfologia acrosomal, fertilidad y prolificidad, encontrando que el
diluyente que mejor conservo la movilidad espermatica (0-120hr) fue el Reading
(70.3 y 65.6%) presentando bajos porcentajes en morfologia acrosomal (94.1-
75.0%). En el mismo trabajo no se observaron diferencias significativas para
fertilidad y prolificidad entre el Reading y los otros diluyentes, aunque se aprecia
una disminucion en el numero de lechones nacidos después de la conservacion
por mas de 37 hr. Se concluyé que los diluyentes evaluados mantuvieron la
fertilidad y prolificidad en niveles aceptables hasta las 110 hr de conservacion

(Conejo et al. 2000).

Asimismo, cuando se emplea semen por mas de cinco dias, dependiendo
del diluyente, se observa una perdida de la fertilidad en 10% y de 1.0 a 1.5
lechones menos por camada, con respecto a los diluyentes de corta duracion.
Recientemente, Anil et al (2004) en un estudio realizado en 21 granjas, en el cual
se inseminaron cerdas con un diluyente de larga duracion, encontraron que
conforme se incremento la edad del semen la fertilidad y el tamafio de camada
disminuyo. Por lo anterior, es necesario mejorar el sistema de conservacion del
semen porcino en diluyentes de larga duracion (Conejo et al. 1997; Althouse,

1997).

Conejo (2003) reportd que uno de los factores que puede provocar el

descenso en la capacidad fertilizante del semen porcino es el almacenamiento a
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16°C. En efecto, el semen experimentd un incremento en el porcentaje de
espermatozoides capacitados conforme avanzo el periodo de almacenamiento;
cuyos valores fueron de 85.2+1.1%, 66.6+3% y 41.846.1%, para los dias 0, 4y 8

de almacenamiento

Oviedo (2003) evaluo un diluyente de larga duracion sin bicarbonato de
sodio y encontré una reduccion de la capacitacion de espermatozoides, con
respecto al diluyente con bicarbonato, al 4° y al 8° dia de almacenamiento (16.7
2.9 % vs 24.7 +t3.5 % y 23.4 +5.1 % vs 32.4 £6.1 %, respectivamente) y, se
mantuvo constante la viabilidad espermatica pero no la frend. Estos resultados
bajo condiciones in Vitro, sugieren la posibilidad de utilizar el diluyente sin
bicarbonato en programas de IA, sin embargo es necesario evaluarlo bajo

condiciones de campo.

3. HIPOTESIS

Si la eliminacion del bicarbonato en el extensor de larga duracion redujo el
porcentaje de espermatozoides capacitados del 4° al 8° dia de almacenamiento a
16°C bajo condiciones in Vitro, consecuentemente se espera, que se mantengan
constantes la tasa de fertilidad y la prolificidad en cerdas inseminadas con este

diluyente, del primero al octavo dia de almacenamiento.
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4. OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de tres periodos de
almacenamiento (0-1 dias, 4-5 dias y 7-8 dias) del semen en un nuevo diluyente
de larga duracion sin bicarbonato de sodio a temperatura de 17+ 1 °C, sobre la

fertilidad y tamafio de camada en cerdas inseminadas.

Objetivos especificos

1. Evaluar la movilidad progresiva al momento de la inseminacion
artificial en los tres grupos del experimento.

2. Determinar el efecto del nuevo diluyente de larga duracion para la
conservacion de semen porcino sobre la fertilidad y el tamafio de

camada.

5. MATERIAL Y METODO

Esta investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Reproduccion
Animal de la Posta Zootécnica de la FMVZ de la UMSNH, localizada en el
municipio de Tarimbaro, Michoacén, en el kilbmetro 9.5 de la carretera Morelia-
Zinapécuaro, y en la granja porcicola “La Mission”, ubicada en el kildbmetro 6 de la
carretera Morelia-Salamanca. El presente trabajo se realizé en el periodo Febrero

a Noviembre de 2005.
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Animales. Se utilizaron 2 sementales de los genotipos PIC y Duroc para la
obtencion de semen, con tres afios y siete meses de edad, respectivamente.

Asimismo, se emplearon 48 cerdas de 0 a 5 partos y de diferentes genotipos.

5.1 Grupos experimentales. Las cerdas se distribuyeron aleatoriamente en tres

grupos, segun el cuadro 3.

Cuadro 3. Distribucion de grupos experimentales.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Cerdas inseminadas con | Cerdas inseminadas con | Cerdas inseminadas con
semen de 0 — 1 dias de semen de 4-5 dias de semen de 7-8 dias de
almacenamiento. almacenamiento. almacenamiento.
n=14 n=16 n= 18

5.2 Coleccion, evaluacion y dilucion de semen.

5.2.1 Coleccion.

Se colecto la fraccion rica del eyaculado, programando la actividad dos veces por
semana para cada semental, utilizando la técnica de la mano enguantada descrita
por Almond et al, (1994). Posteriormente, el eyaculado fue llevado al Laboratorio
de Reproduccion Animal para ser evaluado y diluido isotérmicamente en el nuevo
diluyente sin bicarbonato (Conejo, comunicacion personal, 2005) y almacenado a

una temperatura de 17+1 °C.
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5.2.2 Evaluacion

La evaluacion del semen incluyé determinar la movilidad progresiva, la
viabilidad, la concentracion y la morfologia espermatica, ademas de las
caracteristicas macroscopicas (color, temperatura, pH, volumen) (Almond et al.,
1994). Se utilizaron Unicamente eyaculados para la dilucion con el 85% de

movilidad progresiva y no mas del 10% de anormalidades.

5.2.3 Dilucién.

El semen se diluy6 isotérmicamente a 34 °C, en el diluyente sin bicarbonato
de sodio (descrito anteriormente), y se dejo enfriar por un lapso de dos horas a
temperatura ambiente para evitar el shock térmico, por ultimo se almacené a 17 +
1 °C en una incubadora minitube. Una vez refrigerado fue revisado y resuspendido
diariamente por la mafiana y por la tarde para evitar la sedimentacion de las

células espermaticas.

5.3. DETECCION DE CELOS E INSEMINACION ARTIFICIAL DE LAS CERDAS.

Para la deteccion de estro, todas las cerdas fueron observadas dos veces al
dia, por la mafana y por la tarde, sin especificar la hora, utilizando un macho
celador. Se consider6 como inicio del celo al momento en que las hembras
exhibieron la reaccion de inmovilidad a la prueba de cabalgue, las cerdas fueron

inseminadas con la primera dosis tras un periodo de 6-12 hrs. posteriores a la
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deteccidn del estro y la segunda aplicacion se realizé a las 24 hrs.. A cada cerda
se le aplicaron dos dosis de 100 ml de semen, a una concentracién de 5x10°
espermatozoides por dosis. El semen fue depositado en el cervix por medio de un
catéter tipo Melrose, en presencia de un verraco. Antes de depositar el semen, se

evaluo la movilidad progresiva, como se indicé anteriormente.

Las variables dependientes en este andlisis fueron, la tasa de partos y la
prolificidad. La tasa de partos, definida como el cociente porcentual del nimero de
cerdas paridas, con respecto al numero de cerdas servidas. La prolificidad, se
definié6 como el tamafio de camada al nacimiento considerando lechones nacidos
muertos y momificados; y las variables independientes fueron la edad del semen 'y

la movilidad progresiva.

5.4. ANALISIS ESTADISTICO.

El andlisis estadistico de la fertilidad se realiz6 por tablas de contingencia R
x C, donde la independencia de la tasa de partos con respecto a los periodos de
conservacion se verific6 mediante X?a una p<0.05 (Steel y Foote, 1988). Para el
analisis de la prolificidad y movilidad progresiva se utilizo un analisis de varianza
en un disefio completamente al azar y la comparaciéon de medias se realiz6 a

través de la prueba de Duncan a una p<0.05.
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6. RESULTADOS.

Se encontraron diferencias significativas (X?<0.05) para los valores
promedio de la tasa de partos, siendo del 71.4%, 43.8% y 27.8% en cerdas de los
grupos 1, 2, y 3, respectivamente (cuadro 5).

Cuadro 4. Fertilidad a parto en cerdas inseminadas con semen conservado en el
diluyente de larga duracion sin bicarbonato de sodio.

Edad del semen/ grupo Promedio (%)
1 (semen 0-1 dias de edad) 71.4
2 (semen 4-5 dias de edad) 43.8
3 (semen 7-8 dias de edad) 27.8

X?<0.05

Los valores promedio (= EE) para el tamafio de camada al nacer fueron de
8.6+0.81, 9.1+0.9, 6.0£1.15 en cerdas de los grupos 1, 2, y 3, respectivamente. No
se encontraron diferencias significativas (p>0.05). El nimero de lechones nacidos
vivos tendié a descender en las cerdas inseminadas con semen de 7-8 dias de
almacenamiento (grupo 3), pero tampoco se encontraron diferencias significativas
(p>0.05) con respecto a las cerdas de los grupos 2 y 3. El nimero de lechones
nacidos muertos fue similar en los tres grupos de cerdas. Al parto, se observaron

momias en los grupos 1y 2 de cerdas, pero no en el 3 (cuadro 6).

Se observéd un descenso significativo de la movilidad progresiva conforme
avanzo el tiempo de almacenamiento, siendo los valores promedio (+ EE) del
84.6+1.02%, 70.0+0.95% y 66.4+0.90 en el semen utilizado para inseminar las

cerdas de los grupos 1, 2, y 3, respectivamente (grafica 1).
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Cuadro 5. Tamaio de camada en cerdas inseminadas con semen conservado en

el diluyente de larga duracion sin bicarbonato de sodio.

Tiempo de almacenamiento (Dias)
VARIABLES
0-1 4-5 7-8
Total de lechones nacidos (TLN) 8.6+ 0.81% | 9.14+ 0.90% | 6.00+ 1.15°
Total de lechones nacidos vivos (LNV) | 7.7+ 0.93% | 7.70+ 1.11% | 5.20+ 1.30?
Lechones nacidos muertos (LNM) 0.9+ 0.35% | 0.60+ 0.41% | 0.80+ 0.49?
Momias 0.6+ 0.69% | 1.50+ 0.85% | 0.0 +0. 0%
abe primer literal diferente entre columnas indica diferencias significativas (p>0.05).
90 84.6+ 1.02a
80 -
© 70+0.95b 66.3+0.90c
2 70~
(7]
£ 60 -
2
o 50 -
E
5 40 -
3 30 -
=
2 20 -
10 -
0 !
1 (semen 0-1 dias de 2 (semen 4-5 dias de 3 (semen 7-8 dias de
edad) edad) edad)
Periodos de Almacenamiento

Grafica 1. Porcentajes de movilidad progresiva de semen de cerdo
conservado en el diluyente de larga duracién sin bicarbonato de sodio en tres
periodos de almacenamiento.

UMSNH - FMVZ

17




Efecto de la conservacion de semen porcino en un nuevo diluyente de larga duracion sobre la Fertilidad y Tamafio de Camada

7. DISCUSION.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que el diluyente
utilizado no logré evitar el descenso del la fertilidad en cerdas de los grupos
experimentales 2 y 3, con respecto a las cerdas del grupo 1. Estos resultados
probablemente se deban a que el diluyente sin bicarbonato, no evita totalmente la
capacitacion espermatica durante el almacenamiento como lo reporta Oviedo
(2003), lo que provoca una disminucion de su periodo de vida vy

consecuentemente disminuye la capacidad para fertilizar.

El tamafio de camada no fue afectado por el tiempo de almacenamiento del
semen, probablemente debido al tamafio de los grupos experimentales, con

menos de 20 observaciones.

El descenso de la movilidad progresiva conforme avanza el periodo de
almacenamiento, observada en el presente trabajo, coincide con los resultados de
Conejo (2004) y Oviedo (2003). Sin embrago, al octavo dia de almacenamiento
aun se tiene una buena movilidad progresiva, de 66.9%; pero el diluyente no logré
evitar el descenso de la fertilidad al utilizar el semen almacenado por cuatro y
ocho dias en la inseminacion artificial de las cerdas. Contrario a lo que plantea
Flowers (1998) quién encontré que una movilidad progresiva de 60% no afecta la

fertilidad de los ovocitos, bajo condiciones in vitro.
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Cabe mencionar que en la granja en donde se realiz6 el presente trabajo y
al inicio del mismo, se diagnosticd por Elisa un brote de PRRS y Parvovirus.
Algunas de las observaciones que se tuvieron en la granja muestran que el
problema de las repeticiones se presentd de igual manera en un grupo de 8
cerdas inseminadas con semen diluido en MR-A de 1-3 dias de almacenamiento,
en el mismo periodo en el que se realiz6 el experimento, en el cual, el porcentaje
de fertilidad fue del 50% (datos no publicados). Ademas se presentaron tres casos
de cerdas con muerte subita, las cuales se encontraban en el primer mes de

gestacion y una de ellas tenia tres dias de haber sido servida.

Perea (2005) sefiala que algunas de las alteraciones observadas en cerdas
reproductoras que presentan PRRS son las repeticiones a celo (25-30%) y
disminucién de la fertilidad (mas o menos del 50%) y suelen estar presentes
durante 4 meses 0 mas. Esto concuerda con las observaciones que se pudieron
tener en la granja, ademas otros signos que se manifestaron para el caso del
Parvovirus porcino durante la primera mitad de la gestacion ocasionando
reabsorcibn embrionaria y retorno al estro y momificacion, continuando la
gestacion y observandose al parto camadas muy pequefias y momificados. Motivo
por el cual probablemente los indices reproductivos obtenidos fueron mas bajos
gue los reportados en la literatura (Althouse, 1997 y Conejo-Nava et al., 1997,
Kuster y Althouse, 1999; Gadea, 2003).

Sin embargo, puede ser util para utilizarlo como un diluyente de corta

duracion (1-3 dias de almacenamiento), pero habra que probarlo en ensayos de
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campo, ademas se sugiere realizar investigaciones posteriores sobre fertilizacion

in Vitro.

8. CONCLUSIONES

El nuevo diluyente sin bicarbonato, no funcioné como un diluyente de larga
duracion, ya que no logro evitar el descenso de fertilidad y prolificidad en cerdas
inseminadas con semen de 4-5 y 7-8 dias de almacenamiento, aun cuando

mantuvo porcentajes elevados de movilidad progresiva.
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