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Objetivos

- Comparar la distribuciéon del semen en la unién uterotubarica y el oviducto (comparando IA e 11U)
- Comparar la tasa de fertilidad (comparacion entre 1A y la 11U)

- Comparar la tasa de gestacion(comparacion entre 1A y la [IU)

- Comparar la tasa de partos (comparacion entre A y la 11U)

- Comparar el tamaiio de la camada (comparacion entre IA 'y la 11U)

- Comparar la dosis de inseminacién (1,5 vs 3,0 x 10° espermatozoides)

Diseno experimental

En total, 60 cerdas fueron divididas en 4 grupos (15 cerdas en cada grupo). Fueron adquiridas en
una granja comercial y se mantienen en la Universidad de Mahidol.
Grupo-A (15 cerdas): inseminadas utilizando un catéter de esponja clasico con una dosis de 1,5 x

10° espermatozoides.

Gr.-A1 (5 cerdas): sacrificadas para ver la distribucion de esperma en el utero y oviducto (5-6 h

después de la IA)

Gr.-A2 (5 cerdas): sacrificadas para ver la tasa de fertilidad (3 dias después de la IA)



Gr.-A3 (5 cerdas): para ver la tasa de gestacion, tasa de partos y tamafo de la camada.

Grupo-B (15 cerdas): inseminadas utilizando un catéter de esponja con una dosis de 3,0 x 10°

espermatozoides

Gr.-B1 (5 cerdas): sacrificadas para ver la distribucidn del semen en el utero y oviducto (5-6 h

después de la |1A)
Gr.-B2 (5 cerdas): sacrificadas para ver la tasa de fertilidad (3 dias después de la IA)
Gr.-B3 (5 cerdas): para ver la tasa de gestacion, tasa de partos y tamafio de la camada

Grupo-C (15 cerdas): inseminadas mediante el uso de un nuevo catéter (el Absolute = U ™) con

una dosis de 1,5 x 10° espermatozoides.

Gr.-C1 (5 cerdas): sacrificadas para ver la distribucion del semen en el utero y oviducto (5-6 h

después de la |A)
Gr.-C2 (5 cerdas): sacrificadas para ver la tasa de fertilidad (3 dias después de la |IA)
Gr.-C3 (5 cerdas): para ver la tasa de gestacion, tasa de partos y tamano de la camada-

Grupo D (15 cerdas): inseminadas mediante el uso de un nuevo catéter (el Absolute = U ™) con

una dosis de 3,0 x 10° espermatozoides.

Gr.-D1 (5 cerdas): sacrificadas para ver la distribucion del semen en el utero y oviducto (5-6 h

después de la |A)
Gr.-D2 (5 cerdas): sacrificadas para ver la tasa de fertilidad (3 dias después de la IA)

Gr.-D3 (5 cerdas): para ver la tasa de gestacién, tasa de partos y tamafno de la camada

Materiales y Métodos

Deteccidn del estro y monitorizacion de la ovulacion



La deteccion del estro fue realizada por medio de la inspeccidn de la vulva, enrojecida e inflamada
(proestro), como asi también el reflejo de inmovilidad en presencia del verraco. La deteccién del
estro fue llevada a cabo dos veces por dia.

La ovulacién fue seguida cada 8 hs por ecografia transrectal como se describe anteriormente
Kaeoket et al., 2002; Kaeoket et al., 2005

Inseminacion y sacrificio

Todas las cerdas fueron inseminadas dos veces por la misma persona a las 24 hs y a las 36
hs, después del comienzo del estro con dosis heterospérmica (dos verracos de contrastada
fertilidad) conteniendo 1.5 x 10° 6 3 x 109 espermatozoides en 100 ml de BTS (Beltsville
Thawing Solution: Pursel y Jonson, 1976). Después de la dilucion, el semen fue almacenado
a 16-18°C y fue usado dentro de las 48 h utilizando el catéter de esponja tradicional y el
nuevo sistema. Las cerdas fueron agrupadas para ser sacrificadas en diferentes grupos.

Grupo-A (15 cerdas): inseminadas utilizando un catéter de esponja con una dosis de 1,5 x 10°

espermatozoides.

Gr.-A1 (5 cerdas): sacrificadas para ver la distribucion de esperma en el utero y oviducto (5-6

h después de la |A)
Gr.-A2 (5 cerdas): sacrificadas para ver la tasa de fertilidad (3 dias después de la IA)

Grupo-B (15 cerdas): inseminadas utilizando un catéter de esponja con una dosis de 3,0 x 10°

espermatozoides

Gr.-B1 (5 cerdas): sacrificadas para ver la distribucién del semen en el utero y oviducto (5-6 h

después de la |1A)
Gr.-B2 (5 cerdas): sacrificadas para ver la tasa de fertilidad (3 dias después de la |A)

Grupo-C (15 cerdas): inseminadas mediante el uso de un nuevo catéter (el Absolute = U ™)

con una dosis de 1,5 x 10° espermatozoides.

Gr.-C1 (5 cerdas): sacrificadas para ver la distribucion del semen en el utero y oviducto (5-6 h

después de la |1A)



Gr.-C2 (5 cerdas): sacrificadas para ver la tasa de fertilidad (3 dias después de la |IA)

Grupo D (15 cerdas): inseminadas mediante el uso de un nuevo catéter (el Absolute U ™)
con una dosis de 3,0 x 109 espermatozoides.

Gr.-D1 (5 cerdas): sacrificadas para ver la distribucion del semen en el utero y oviducto (5-6 h
después de la |1A)

Gr.-D2 (5 cerdas): sacrificadas para ver la tasa de fertilidad (3 dias después de la |A)

Los 6rganos genitales fueron extirpados inmediatamente después del sacrificio. El numero de
cuerpos luteos fue contado

Recuperacion de los ovocitos y espermatozoides del oviducto por lavado

La técnica del lavado permite una evaluacion mas precisa del numero y la distribucidén de los
espermatozoides en el oviducto, que la observacidén in situ con un microscopio electronico de barrido
(Mburu et al., 1996). Por ese motivo, la UTT (1 cm de la punta del cuerno uterino y de 1 cm del
istmo) fueron lavadas dos veces con 0,5 ml e istmo y ampolla por separado dos veces con 10 ml de
un buffer fosfato salino (PBS) a 37 ° C (ambos lados). Todos los lavados se hicieron directamente en
frascos de plastico Eppendorf (UTJ) o placas de Petri (istmo y ampolla). Los espermatozoides del
lavado de la UTT se fijaron con una solucion salina de formaldehido y evaluados bajo el microscopio
optico utilizando un hemocitdmetro (camara de Bulrker, ampliacion X400). Los ovocitos fueron
recuperados bajo una lupa y examinados con un microscopio de contraste de fase invertida
(ampliacién x200) para detectar la presencia de espermatozoides en la zona pelucida. El oviducto

(istmo y ampolla) de las cerdas también se lavo para recuperar los ovocitos.
Recuperacion de ovocitos no fertilizados y ovocitos en division del lavado de los cuernos uterinos

Los cuernos uterinos (20 cm desde la punta de los cuernos) de las cerdas se lavaron dos veces con
20 ml de una solucion salina de fosfato buffer (PBS) a 37 ° C y el liquido se recogi6 en placas de
Petri. Los ovocitos fueron aislados y examinados bajo una lupa y un contraste de fase invertido (o
microscopio Olympus, Japén; aumento x200), por su morfologia y el grado de desarrollo. Un ovocito
se consider6é como no fertilizado cuando no se observo division. A los

ovocitos divididos se los considerd normales cuando un claro espacio perivitelino fue observado y los

blastomeros se distribuyeron sin signos de desintegracion.

indice de gestacion, indice de partos y tamafio de camada

El diagnéstico de gestacion fue realizado entre los dias 18-21 después de la inseminacion



usando un ecografo a tiempo real modelo B.
La tasa de partos y el tamaino de camada fueron también registrados.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante el uso del programa SAS (1989). EI PROC FREQ (Prueba exacta
de Fisher de dos colas) se utilizé para comparar la distribucidon de los espermatozoides, el nimero de
ovocitos con espermatozoides accesorios a la zona pelucida y ovocitos fecundados entre el catéter

de esponja y el nuevo IIU catéteres.
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