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8.1. Introduccion.

Durante mucho tiempo, e estudio de la inseminacion artificial se ha
limitado &

* Latécnica de larecogidadel semen.

* Aplicacién alos reproductoras.

* Formulacion de los diluyentes.

Actualmente esta situacion ha cambiado y lainseminacion artificial debe
considerarse como un sisteme industrial de reproduccion que incluye ademas de
los aspectos anteriores, métodos especializados de cria-recria asi como de
utilizacion de los reproductores, todo ésto acompafiado de una gestion técnicay
econdmica particularmente rigurosa.

8.2. Bases analiticas experimentales.

Puesto que ya se han estudiado |os métodos de obtencion del semen, la
anatomia del oviducto asi como la supervivencia de los espermatozoides,
seguidamente se estudiaran otros aspectos de gran importanciaparael éxito dela
inseminacion artificial.

8.2.1. Lugar de inseminacion.

Esposible efectuar inseminacionesartificial esexperimental esadiferentes
nivelesdel tracto genital femenino: vagina, Utero, magnum eincluso ovario. Como
norma general las inseminaciones realizadas mas alla de la vagina dan lugar a
elevadas tasas de fecundacion. Sin embargo, se trata de técnicas dificiles por lo
gue en la practica se emplean poco.

Cuando lainseminacion tiene lugar en lavagina, |os resultados obtenidos
difieren bastante segun laprofundidad alaque se deposite el semen. Se penso, que
cuanto més proximo ala union Utero-vaginal fuera el depdsito mejores deberian
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ser los resultados de la fecundacion ya que en esta union se almacenan los
espermatozoides. Sin embargo, |os resultados obtenidos son diferentes segun los
autores y las especies. En las gallinas se recomienda que las inseminaciones se
realicen enlazonamediadelavaginaparaevitar el dafio delaunion Gtero-vaginal
y también se minimizan los riesgos de expulsion de |os espermatozoides. En las
especies en las que es facil provocar la eversion de la vagina por presion de la
mano sobre el abdomen del ave (gallina, pava) debe reducirse dichapresion desde
el momento que se introduce la canulay especialmente antes de la introduccién
de los espermatozoides para evitar en lo posible el reflujo.

8.2.2. Interval os entre inseminaciones.

Comoyasehavisto, losespermatozoides almacenadosenlasglandulasdel
oviducto pueden sobrevivir en ellas conservando su poder fecundante y ser
liberados durante un periodo méximo de 21 dias en el caso delagallinay 60 en
lapava. Este periodo se denomina periodo fértil aunque en realidad se trataria de
periodo fecundo para los espermatozoides. La duracién de los periodos fértiles
puede definirse dedosformasapartir del segundo diadespuésdelainseminacion:

1. Laduracion hastalapuertadel primer huevo claro, esladuracion eficaz
de un periodo fértil.

2. Laduracién hastala puesta del Ultimo huevo fecundado. Se tratade la
duracion maxima del periodo fértil.

Estasduracionesfrecuentementeestén correl acionadasy varianenfuncién
de las hembras y de su estado fisiologico y también en funcion del nimero y la
calidad de los espermatozoides inseminados, especialmente si éstos han sido
amacenadosin vitro.

Se haobservado que latasa de fecundacion de los huevos al canzasu nivel
maximo al segundo diatras|ainseminaciony se mantiene en las proximidades de
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ese nivel en meseta durante una semanay a continuacion se reduce con rapidez
segln una curva de tipo sigmoidal para anularse aproximadamente a los 20 dias
de lainseminacion.

De esto se pueden sacar dos conclusiones:

1. Paramantener el nivel éptimo de huevos fecundados es preciso que €l
intervalo entre inseminaciones consecutivas no supere las duraciones de las
mesetas. Enrealidad, unanuevainseminacion debe ef ectuarse como muy tardedos
dias antes de que concluyan dichas mesetas.

2. Si se quiere conocer e origen paterno de los huevos fecundados, €l
intervalo de las inseminaciones debe ser 2-3 veces mayor para gue no existan
fecundaciones posi bl esdebidas ainseminacionesartificiales. El interval o debe ser
de 2-3 semanas.

8.2.3. Hora de | as inseminaciones.

Laactividad ciclicadel oviducto influye sobre las condiciones de transito
y de almacenamiento de los espermatozoides inseminados. El éxito de las
inseminaciones varia con e estadio del ciclo de puesta en e momento de la
aplicacion de los espermatozoides.

Tradicionamente se estudiaba e momento 6ptimo de redizar la
inseminacion en funcién delahoradel diasin considerar € estadio de puesta. En
estas condiciones, |as tasas de fecundacion obtenidas han sido variables y poco
demostrativas.

Cuando setomacomo referenciael momento delaoviposicion seobservan
resultados mas clarificadores. En este sentido se ha comprobado que la tasa de
fecundacion esminimacuando lasinseminaciones serealizan en las proximidades
delaoviposiciony se normaliza cuando losinterval os oviposicién-inseminacion
igualan o superan las 5 horas.
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L os deficientes resultados obteni dos cuando lainseminacion se efectiaen
las proximidades de la oviposicion no solo afectan a los primeros huevos sino
también alos puestos en losdias siguientes. Esto hace pensar en dos posi bilidades:

1. Que no existan suficientes espermatozoides en € oviducto.

2. Las posibilidades de supervivencia y de fecundacion han sido
definitivamente alteradas tras su colocacion en la hembra

En la préactica se hace aconsejable inseminar las gallinas al menos 8 horas
después del encendido de lasluces del gallinero ya que como se havisto en otros
temas, lamayoriadelasgallinas ponen unas4 horasdespuésdeiniciado el periodo
|uminoso.

8.2.4. Relacion del nimero de espermatozoides y latasa de fecundacion.

Las dosis de semen empleadas se definen con frecuencia en funcion del
volumen de semen diluido 0 no cuando lo realmente importante es el nimero de
espermatozoides inseminados y su capacidad fecundante.

Se ha comprobado que dosis con un nimero idéntico de espermatozoides
procedentes delosmismos espermas pero preparados en diferentesvol Umenesdan
fecundaciones similares siempre que:

1. Lasdosis sean frescas, ni refrigeradas ni congeladas.

2. No existareflujo al efectuar laintroduccion del semen.

3. Latasade dilucion del semen no sea suficientemente elevada (1/5).

En relacion con este Ultimo aspecto se hacomprobado que s serealizauna
dilucion excesiva se produce una disminucion de los espermatozoides y de su
poder fecundante. También se ha comprobado gue la tasa media de fecundacién
delos huevos pasadel 8 a 96 % cuando el nimero de espermatozoides pasa de 1
a 100-200 millones por dosis pero di este nlmero se aumenta no se consiguen
mejoras en €l porcentaje de fecundaciones.
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Por otro lado, unacalidad deficiente de | os espermatozoides puede obligar
también a un aumento de su nimero en ladosis.

8.2.5. Dilucién del semen fresco.

La dilucion o no del semen fresco va a depender del tiempo que va a
transcurrir hastaque se utilice. Si su utilizacion sevaallevar acabo entre 30y 45
minutos después de su obtencion no es necesario diluirlo. Si el plazo es mayor
interesadiluirloy refrigerarlo. En cualquier caso, cualquieraque sealaespecie, la
dilucion del semen no permite en ningln caso inseminar a un mayor numero de
hembras por eyaculado ya que como se ha indicado anteriormente |o importante
esel nimero de espermatozoides por o queen el caso de emplear dilucioneshabra
gue inseminar un volumen mayor.

8.3. Tecnologia del semen.
8.3.1. Diluyentes.

De un diluyente se espera que sea capaz de preservar la capacidad
fecundante de | os espermatozoi des ademas de su moatilidad. El diluyente también
debe tamponar la acidificacion del medio consecuencia del metabolismo de los
espermatozoidesy eventual mente aportar nutrientes esencial esdetipo energético.
La capacidad de sintesis lipidica y proteica de los espermatozoides es de hecho
muy reducida dado que estan desprovistos de aparato de Golgi y sélo contienen
cantidades muy pequefias de ARN. Por ultimo, un diluyente debe ser capar de
“preparar” alos espermatozoides parala congelacion.

Si e semen diluido se utiliza sin haber sido congelado, los diluyentes
pueden ser simples soluciones tampdn que se eligiran en funcién de su poder de
proteccion de la capacidad fecundante. No se deben utilizar tampones que
contengan fosfato sodico. Sin embargo el TES es adecuado a una concentracion
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gue garantice una presion osmatica de 380-400 mosm/I.

L os diluyentes més conocidos como el de Lake 0 Sexton se caracterizan
por cumplir las condiciones de osmolaridad. Estos diluyentes se caracterizan por
incluir uno 0 mas sistemas tampones (citrato, acetato..) y por poseer
concentraciones muy precisas de algunos electrolitos como (Na, K, Mg) vy
guelantes (aminoacidos como glutdmico y glicina). En general, [levan un solo
azucar, glucosa o fructosa.

Sin embargo, no se ha demostrado que estos diluyentes sean mas
satisfactorios que el simple TES para conservar el poder fecundante aunque si 1o
son para conservar la motilidad.

Recientemente se ha empleado con mucho éxito un diluyente a base de
lechey clarade huevo. Los resultados muestran tasas de fecundacién del 92-99%
con un semen amacenado 24 horas y una dosis de 100 millones de
espermatozoides/gallina.

8.3.2. Tasade dilucion.

Como yase havisto, unadilucién excesivaprovocaunadisminucion dela
motilidad y de la capacidad fecundante de | os espermatozoides, por tanto, latasa
de dilucion debe ser |a adecuada para asegurar la eficacia del diluyente pero no
excesiva. Como normageneral, se considerael nivel optimo de dilucion ente 2y
3.

8.3.3. Utilizacion del semen diluido.

En experiencias llevadas a cabo en el laboratorio, €l plazo de utilizacién
del semen diluido puedellegar hastalas 24-48 horasen el galloy el pavo siempre
guelaoxigenacién del semen seabuenadurante su almacenamiento. Enlapréactica
los resultados de fecundacion después de haber almacenado el semen son muy
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variables debido a una serie de factores como:

1. Calidad del semen fresco.

2. Aireacion durante el almacenamiento.

3. Temperaturadel almacenamiento. Latemperaturaidea estaentre12-15
°C.

4.V elocidad de enfriamiento delos espermatozoides. Lamés adecuadaes
de 1°minuto.

Los efectos negativos de la conservacion del semen sobre la tasa de
fecundacion son més notables cuanto mayor esla edad de las gallinas.

8.3.4. Congelacion del semen.

L osprincipalesinconvenientesparallevar acabo lacongel acion del semen
son dos:

1. Degradacién de las membranas de |os espermatozoides causada por la
aparicion demicrocristalesy deshidratacion quetienelugar durantelapreparacion
de los espermatozoides para la congelacion o en €l curso de ésta.

2. Fendmenos de toxicidad debidos a aumento de la concentracion
intracelular de las soluciones, que lleva asociada la congelacion.

L a preparacion de |os espermatozoides para su congelacion tiene lugar a
unatemperatura de 4°C. El semen se va diluyendo volumen por volumeny sele
anaden varios crioprotectores como glicerol, DMSO o dimetilacetamida. Estos
crioprotectores permiten normal mente la solidificacion del aguaen estado amorfo
sobretodo si se asocian entre ellos o con azlicares. Sin embargo, estos productos
sblo alcanzan plenamente esta propiedad a concentraciones muy elevadas que
destruyen alos espermatozoides, por eso, el DM SO se utilizaaunaconcentracion
del 4 % aunque a esta concentracion ya existe una importante destruccion del
poder fecundante de | os espermatozoi des antesincluso de su congel acion, por eso
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algunos autores prefieren emplear glicerol aunque es un poderoso anticonceptivo
paralas galinas.

L acongel acion propiamente dichatiene lugar en vaporesde nitrégeno con
el semen acondicionado en ampollas, pguelas o en pastillas. Parece que los
mejores resultados se obtienen cuando se utilizan pajuelas y la velocidad de
enfriamiento es de unos 40 °C/min. La principal dificultad es superar la etapa de
sobrefusion evitando a maximo la formacion de microcristales. El
almacenamiento tiene lugar en nitrogeno liquido.

Especiamente delicado es la descongelacion, por un lado debe ser
especia mentergpidaparalimitar el crecimiento deloscristalesy por otrolado hay
que sustituir €l diluyente con glicerol por un diluyente de inseminacion. Unavez
descongelado el semen, la dosis debe aplicarse inmediatamente.

Los resultados obtenidos con € semen congelado no han sido muy
satisfactorios por o que no se cree que la utilizacion de semen congelado en
avicultura se desarrolle de forma importante.

8.4. Realizacion delainseminacion artificial.

Cuando se utiliza semen puro y por tanto se aplica rapidamente, puede
mantenerse en los mismostubos derecogidasi |os eyaculados no estan demasiado
contaminados con uratos, orina, heces o sangre.

En todos|os casos en que debadiluirse el semen lasolucion massimple es
proceder a su recogida directamente en las ampollas que contienen €l diluyente
previo y correctamente dosificado.

L ainseminaci on propiamente dichapuederealizarse despuéscon ayudade
una jeringa graduada provista de una camara adecuada. En este caso, es dificil
aplicar la dosis precisay ademas el uso de la misma canula puede provocar la
difusion incontrolada de gérmenes patdgenos.
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Por ello, es preferible utilizar distribuidores automaticos provistos de
materiales desechables. Estos distribuidores permiten repartir el semen en unas
paj uel as calibradas con una capacidad de 1.2 ml, las cuales se utilizan por medio
de una pistola de inseminacion lo que permite que las dosis de semen aplicadas
sean precisasy gjustables dentro de una amplia gama.
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