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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue comparar el efecto de dos diluyentes a base de
yema de huevo o leche descremada sobre la motilidad del semen caprino almacenado
a 4 °C por 96 h. El estudio se realizd en una granja de cabras de la raza Alpino-Francés
con manejo intensivo localizado en el norte de México (25° N, 103° O). Se utilizaron
cuatro machos adultos (1 Saneen; 3 Alpino-Francés, de 2 a 5 afios de edad) durante la
época de actividad sexual (otofio-invierno). EI semen fue recolectado con una vagina
artificial (VA) y se utilizé una hembra en celo como estimulo para realizar la colecta la
cual, fue realizada por el mismo técnico, y solo aquellos eyaculados con una motilidad
> 3.0 (escala 0-5), concentracion de >2.5 x 10°% células/mL y >85 % de
espermatozoides vivos fueron considerados para el experimento. Después de la
evaluacion del semen, cada eyaculado fue divido en dos partes iguales, una fue diluida
con Citrato de Sodio (Na) y yema de huevo (YemaBE) y la otra en leche descremada
(LecheBE). La motilidad espermética después de adicionar el diluyente (0 h) fue similar
para ambos (4.5 £ 0.47; P=1.0). Dos horas después, se observd una tendencia en la
disminucién de la motilidad espermatica en el semen diluido con LecheBE que con
YemaBE (3.0 = 0.9 vs 4.25 * 0.50, respectivamente; P=0.06). Conforme el semen se
almacena por mas tiempo la motilidad disminuye gradualmente sin importar el diluyente
empleado y se acrecienta después de 24 h de almacenamiento a 4° C. Se concluye
gue el semen caprino puede ser conservado a 4° C con citrato-yema de huevo o leche

descremada por 24 h. Sin embargo, después de este tiempo la motilidad disminuye.

Palabras clave: Espermatozoides; Conservacion; Cabras; Epoca reproductiva;
Diluyente
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INTRODUCCION

México cuenta con aproximadamente 8.6 millones de cabras, existiendo una
disminucién en el inventario desde el 2004 (SIAP, 2013). Esto nos convierte en el
segundo pais con mayor namero en el continente americano solo después de Brasil y
el 21 a nivel mundial (FAOSTAT, 2013). En cuanto a produccion de leche, en México
se generan 150 mil toneladas de leche anualmente y 77 mil toneladas de carne (SIAP,
2013). En nuestro pais, la caprinocultura se concentra en las regiones aridas y
semiaridas, las cuales ocupan 128 millones de Ha, lo que representa gran parte del
territorio mexicano y donde vive cerca de la mitad de la poblacion y es en estas
regiones, donde contribuye de manera considerable a la economia de los agricultores
(Escarefio et al., 2012).

Una de las formas para incrementar la produccion y los ingresos de los
productores es a través del uso de la inseminacion artificial (1A). Esta, permite optimizar
el uso de machos genéticamente superiores, que en turno puedan aumentar la
produccion de leche, pelo y carne (Lebouef et al., 2000). La criopreservacion del semen
a bajas temperaturas (-196° C) permite almacenar el semen por periodos prolongados
y transportarlo a regiones distantes (Ahmad et al., 2015). Sin embargo, este proceso es
costoso y cerca de la mitad de las células mueren durante el procedimiento (Lebouef et
al., 2000; Ahmad et al., 2015). Otra alternativa es utilizar semen liquido almacenado
entre 0-5° C permitiendo el uso del semen por un periodo mas prolongado que con
semen fresco (Menchaca et al., 2005; Goericke-Pesch et al., 2012).

Los diluyentes mas empleados para conservar el semen en caprinos son a base

de yema de huevo adicionando glucosa y un amortiguador como Citrato de Sodio (Na)



o TRIS y leche descremada (Cseh et al., 2012). La sobrevida in vitro y la fertilidad de
los espermatozoides refrigerados y almacenados con los diluyentes antes mencionados
llega a ser de 5 a 72 h (Leboeuf et al., 2000; Mara et al., 2007). Otro de los diluyentes
para conservar el semen en caprinos es el elaborado a base de leche descremada
(Leboeuf et al., 2003). La leche aporta a los espermatozoides energia y a través de su
fraccion proteica (caseina) protege a las células del choque térmico (Manjunath, 2012).
Este diluyente es capaz de conservar el semen por 24 h a 4°C (Mara et al., 2007). Por
lo anterior, conservar el semen a 4° C puede ser una ventaja y una alternativa en
programas reproductivos para las granjas caprinas y lograr tener animales de alto valor

genético a través de la inseminacion artificial (IA) en la Comarca Lagunera.



1.1 Hipétesis

La motilidad del semen caprino almacenado a 4° C se vera afectada por el tiempo de
almacenamiento pero no por el tipo de diluyente empleado.

1.2 Objetivo

Comparar el efecto de dos diluyentes a base de yema de huevo o leche descremada
sobre la motilidad del semen caprino almacenado a 4° C por 96 h.



2. Revision de literatura

2.1. Importancia de la caprinocultura

Las cabras fueron la primera especie domesticada como ganado hace
aproximadamente 8000 afios A.C. En el territorio que hoy ocupan los paises de
Irag e Iran (Hatziminaoglu y Boyazoglu, 2004). Durante siglos, los humanos han
utilizado a las cabras para obtener leche, carne, fibras y pieles bajo diferentes
condiciones, por lo que tienen gran importancia a nivel mundial debido a su
contribucion econdmica en las areas rurales de los paises en desarrollo,
contribuyendo de manera sustancial al mantenimiento de las familias (Dubeuf et

al., 2004).

En México, la principal forma de produccién caprina es el pastoreo en
tierras comunales o sistema extensivo, donde las cabras se alimentan durante
todo el afio sin ningun tipo de suplementacién (Mellado et al., 2003). Este sistema
es la base de la produccion de leche de cabra, sin embargo, presenta poco nivel
de tecnificacion y asistencia técnica (Escarefio-Sanchez et al., 2011). Ademas,
debido a la estacionalidad en la actividad sexual de los caprinos, hay estaciones
del afio donde la produccion de leche excede a la demanda y como resultado, los
productores enfrentan problemas para comercializar el producto, lo que dificulta la

produccion de lacteos a gran escala (Escarefio et al., 2012).



2.2 Funcién sexual del macho cabrio

2.2.1 Anatomia del aparato reproductor

Los testiculos son los 6rganos principales de la reproduccion en el macho, los
cuales tienen dos funciones esenciales que son la gametogénesis Yy
esteroidogenesis, ambas reguladas por el sistema endocrino. Los principales
componentes del aparato genital del macho incluyen el pene, escroto y los
testiculos, epididimo, conducto deferente y glandulas sexuales accesorias, las
cuales son: ampulas, prostata, bulbouretrales (Cowper) y vesiculas seminales
(Reece, 2005). Una caracteristica distintiva en el pene de los pequefios rumiantes
es la presencia de un apéndice filiforme llamado proceso uretral, el cual se
proyecta 3 a 4 cm de la uretra. Ademas, otra caracteristica particular en los
rumiantes es la estructura de su pene el cual es fibroelastico y presenta una
flexura sigmoidea (Grossman y Getty, 1982). En los caprinos, la posicion que
guardan los testiculos es ventral. Los testiculos descienden de la cavidad
abdominal durante la vida fetal o posnatal, esto con el fin de mantener la
temperatura testicular entre 4 a 7° C menor a la temperatura corporal. Este
mecanismo de regulacion térmica estd a cargo del escroto el cual presenta
glandulas sudoriparas que asisten en el enfriamiento por evaporaciéon, el musculo
cremaster al subir o bajar los testiculos ya sea que la temperatura sea baja o alta
respectivamente y el plexo pampiniforme, una red de multiples venas que rodean
a la arteria testicular generando un sistema de contra-corriente de intercambio de
calor enfriando la sangre de la arteria testicular antes de que esta alcance el

testiculo (Reece, 2005).



2.2.2 Control endocrino

El control endocrino esta influenciado por diversos cambios en la secrecion
de hormonas hipotalamicas como la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH), hormonas de la adenohipofisis; Hormona Luteinizante (LH) y Foliculo
estimulante (FSH) y hormonas secretadas por el testiculo como los andrégenos e
inhibina (Roser, 2001). La GnRH es secretada por el hipotalamo dentro del
sistema porta-hipofisario alcanzando la hipofisis anterior provocando la secrecion
pulsatil de LH y FSH (Amann y Schanbacher, 1983). La LH estimula la secrecion
de Testosterona (T) por las células intersticiales (de Leydig). La secrecion de LH
estd controlada por la interaccion entre la GnRH y testosterona (Figura 1). El
incremento de los niveles séricos de T provee una retroalimentacién negativa en el
hipotdlamo y suprime la secrecion pulséti de GnRH y por consiguiente la
secrecion de LH de la hipofisis anterior provocando una disminucién en la
concentracion de T (Amann y Schanbacher, 1983). La FSH estimula la divisién
celular del epitelio germinal, principalmente en el animal pre-puberal, asi como el
metabolismo de los androgenos y la proteina ligadora de andrégenos (ABP)

(Pineda y Dooley, 2003).

2.2.3 Espermatogénesis

La espermatogénesis es el proceso de division celular y diferenciacion
mediante el cual el macho produce los espermatozoides (figura 2). Este proceso
se lleva a cabo en los tabulos seminiferos de los testiculos en estrecha relacion

con las células de Sertoli (Ross y Pawlina, 2007), . La espermatogénesis se divide



en dos fases llamadas espermatocitogenesis que representa la fase proliferativa
en la que las espermatogonias se dividen por mitosis seguida por divisiones
meioticas generando las células haploides (espermatidas) y en espermiogenesis
que es la fase de diferenciacion celular, donde el ndcleo y el citoplasma de las
espermatidas se transforma generando la forma caracteristica del espermatozoide

(Pineda y Dooley et al., 2003).

La espermacitogénesis inicia con la division mitética de las
espermatogonias. Estas, son las células mas inmaduras en el testiculo e incluyen
las espermatogonias tipo A, intermedias (solo presentes en roedores) y tipo B
(O’donnell et al., 2006). Las espermatogonias experimentan numerosas divisiones
mitoticas para generar células germinales de reserva, disponibles para la
produccién de espermatozoides mientras que otras se transforman en
espermatogonias intermedias y posteriormente en tipo B (Pineda y Dooley et al.,
2003). Estas ultimas se dividen para formar los espermatocitos primarios los
cuales entran en meiosis, formando los espermatocitos secundarios y finalmente
las espermatides (Amann y Schanbacher, 1983; Figura 2). La formacién de las
espermatides marca el final de la espermatocitogénesis y el inicio de la

espermiogenesis.

La espermiogénesis (también conocido como espermioteliosis) comienza en
los tabulos seminiferos y finaliza en el epididimo (Pineda y Dooley et al., 2003).
Durante esta fase se forman dos estructuras de suma importancia para la

funcionalidad del espermatozoide, el acrosoma y el flagelo (O"donell et al., 2006).
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Figura 1. Control endocrino de la espermatogénesis. El aumento en la secrecién de
testosterona (T) en la sangre ya sea por aumento de la producciéon por el testiculo o por
administracion exdégena suprime la descarga de GnRH y por ende de LH por la hipofisis
anterior. Consecuentemente, las células intersticiales reciben menor estimulacién por la
LH causando menor produccién de T. Los estrégenos (E) producidos por las células de
intersticiales y sustentaculares afectan la cantidad de LH y FSH secretada por los
gonadotropos. La inhibina (l) suprime la descarga de FSH de la hipdfisis anterior. Las
células sustentaculares producen la proteina ligadora de andrégenos (ABP) que sirve
como transportadora de la T y mantiene las concentraciones de T elevadas dentro de los
tubulos seminiferos o del epididimo. De Amann y Schanbacher, 1983.
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Figura 2. Representacion esquematica de la espermatogénesis.

Al finalizar la meiosis, las espermatides son redondas por lo que tienen que
experimentar una serie de cambios morfolégicos que conduzcan a la adquisicién
de la forma caracteristica del espermatozoide. Durante la elongacién de las
espermatidas, la cromatina se condensa y el aparato de Golgi comienza a
sintetizar el contenido del acrosoma, cuyas vesiculas se fusionaran y formaran el

acrosoma (O’Donnell et al.,, 2011). También, en esta fase, se forma el flagelo,
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concentrandose mas de 100 mitocondrias en la pieza media, responsables del
funcionamiento aerdbico del espermatozoide (Gadella y Luna, 2014). Asi, gran
parte del citosol y de los organelos de la espermatida (aparato de Golgi, reticulo
endoplasmico, lisosomas, peroxisomas y ribosomas) son removidos para adquirir
dar la forma caracteristica del espermatozoide. Una vez que la espermatida ha
completado su metamorfosis, es liberada hacia el lumen del tabulo seminifero,
este proceso es llamado espermiacion y determina el nUmero de espermatozoides
que entraran al epididimo y por consiguiente el nimero de células que tendrd el

eyaculado (Neto et al., 2016; O"Donell et al., 2016).

2.3 Factores que influyen en la produccién y calidad del semen

La produccion diaria de espermatozoides (DSP, por sus siglas en inglés) es
el numero de espermatozoides producidos por dia por testiculo y es uno de los
factores principales en determinar el potencial reproductivo de los machos (Amann
y Schanbacher, 1983). En los machos cabrios, la DSP por testiculo varia de 2.76 a
7.23 x 10% se encuentra correlacionada con el tamafio testicular (Leboeuf et al.,
2000). El volumen de un macho cabrio adulto debe ser superior a 0.5 mL, con una
motilidad en masa de >3 (escala 0-5; 0 sin movimiento a 5 movimiento en ondas
rapidas), motilidad progresiva >70% (Menchaca et al., 2005). Sin embargo, estos
pardmetros pueden verse afectados por la estacionalidad reproductiva, edad,
raza, nutricion, método de coleccién del semen y el estimulo sexual (Amann y
Schanbacher, 1983; Leboeufet al., 2000; Prado et al., 2003; Jimenez-Rabadan et

al., 2012).
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Cuadro 1. Sistema de puntuacion de la motilidad en masa del eyaculado?.

Puntuacién Apariencia microscopica

0 Sin  remolinos- oscilaciones nulas o esporadicas de los
espermatozoides.

Sin remolinos- oscilaciones generalizadas de los espermatozoides
Remolinos aparentes muy lentos

Remolinos lentos

Remolinos moderadamente rapidos

Remolinos rapidos

a b~ wN Pk

De David et al., 2015

2.4.1 Estacionalidad

En zonas templadas (>35°) la calidad espermatica disminuye cuando la
duracion del dia aumenta (primavera; estacion no reproductiva) y aumenta cuando
los dias se hacen mas cortos (otofio; estacion reproductiva; Leboeuf et al., 2000).
Estos cambios son sincronizados por el fotoperiodo (Malpaux et al., 1999). El
fotoperiodo produce estos cambios al alterar la sensibilidad del hipotalamo al
feedback negativo de los esteroides gonadales, disminuyendo la secrecion de
GnRH durante los dias creciente de primavera, provocando una disminucién de
LH y T disminuyendo la calidad espermatica (Ritar et al., 1992; Walkden-Brown et

al., 1997).

En caprinos criollos y Alpinos adaptados a latitudes de 26° el fotoperiodo
también controla la calidad del semen (Delgadillo et al., 1999; Carrillo et al., 2010).
En esta region, en los machos criollos, el periodo de actividad sexual se extiende
de mayo a diciembre incrementandose de manera significativa la concentracion y
motilidad (2.8x10° y 3.55, respectivamente) con respecto a los meses de enero a

abril (reposo sexual) (1.4 x 10° y 3.04; Delgadillo et al., 1999). Carrillo et al. (2010)
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observaron en machos Alpinos jévenes un incremento en la motilidad espermatica

al pasar de 1.4+0.1 de enero a junio, a 2.5 + 0.2 de junio a diciembre y un mayor

volumen del eyaculado (VE) siendo de 0.1+0.03 ml eyaculado “de enero a junio a

0.5+0.04 ml eyaculado durante agosto, septiembre y diciembre.

En los caprinos criados en latitudes tropicales (<25°) el principal modulador
de la calidad espermatica es el indice temperatura-humedad (THI) (van Tilburg et
al., 2015). Durante la época sequia, la concentracion y la motilidad en masa fueron
menores y se presenta una aumento en las anomalias esperméticas en
comparacion con la época de sequia (van Tilburg et al.,, 2015). Por otro lado,
Aguiar et al. (2013) mencionan que durante la época lluviosa el porcentaje de
espermatozoides normales es mayor que aquellos colectados durante la estacion
seca, pero no encontraron diferencias en otros parametros como el volumen del

eyaculado (VE), concentracion espermatica (CE) y motilidad espermatica (ME).

2.4.2Edad

En los machos cabrios, se ha reportado que los adultos presentan un
mayor VE y que los jévenes (Al-Ghalban et al., 2004). Ahmad y Noakes (1996)
reportan en machos jovenes (172. 7 dias de edad) que él VE es de 0.33 £ 0.03 ml
con una concentracion media de 1.99 + 0.16 x10°ml'con una DSP de
0.66+0.09x10° por eyaculado mientras que, en machos adultos de la raza
Celtibérica, se menciona que el VE llega a ser de 1.1+0.2 con una concentracion

espermatica de 2.4 + 0.47 x 10° (Jimenez-Rabadan et al., 2012).
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2.4.3 Nutricion

La nutricibn y especialmente la energia influyen enormemente en el
correcto funcionamiento reproductivo y cuando los requerimientos nutricionales no
son cubiertos, ocurren severos disturbios (Dupont et al., 2014). En borregos y
caprinos, los cambios en la masa corporal reflejan cambios en los tubulos
seminiferos y en la capacidad espermatogénica (Martin et al., 2010). La
produccion diaria de espermatozoides se reduce bajo condiciones de sub-
alimentacion y los efectos se extienden mas alld de la duracién de la
espermatogénesis (Martin et al., 2010). En borregos Merinos, la subalimentacion
causa una reduccion en la circunferencia escrotal, masa testicular, concentracion
espermética y motilidad, ademéas incrementa la fragmentacion del ADN
espermético, por el contrario, niveles mayores a los requerimientos de

mantenimiento tienen efectos opuestos (Guan et al., 2014).

La sefial por medio de la cual, los nutrientes regulan la espermatogénesis
es a través de la concentracion de ciertas hormonas tales como leptina, insulina,
hormona de crecimiento y factor de crecimiento parecido a la insulina, estas
hormonas regulan la reproduccién a través de sus receptores localizados tanto en
el hipotadlamo como en el testiculo incrementando la secrecién de gonadotropinas
o estimulando la diferenciacion y proliferacion celular dentro del parénquima

testicular (Barth et al., 2008).
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2.4.4 Raza

Greyling y Grobbelaar (1982) observaron que después de la estimulacion
eléctricadel macho para obtener el eyaculado, el volumen seminal fue
significativamente méas bajo en machos Angora comparado con machos de la raza

Boer (1.6 vs 2.48 ml, respectivamente).

2.4.5 Método de coleccién del semen

En el macho cabrio, el semen es colectado principalmente por VA o por
estimulacién eléctrica (EE) (Leboeuf et al., 2000). Si bien la VA simula al
apareamiento natural, esta requiere que el macho sea entrenado para obtener los
eyaculados, pudiendo tomar hasta mas de tres semanas dependiendo de cada
macho por lo que en machos no entrenados o de dificil manejo el método de
eleccion es la EE (Wulster-Radcliffe et al., 2001; Jimenez-Rabadan et al., 2016).
Algunos autores mencionan que las caracteristicas del eyaculado difieren segun el
método de extraccion, mencionando que el semen obtenido por VA artificial
presenta mejores caracteristicas (Greyling y Gobbelaar, 1983). Uno de los
pardmetros que mayor difieren entre la VA y EE es el volumen del eyaculado y la
concentracion (Jiménez-Rabadan et al., 2012). Sin embargo, cuando el semen es
colectado por EE la viabilidad del semen post-congelamiento disminuye (Jiménez-
Rabadan et al., 2016). Este cambio podria deberse a que la EE cambia la
contribucion de la secrecion de las diferentes glandulas accesorias y de esta forma
cambiar la composicion plasmética y la cantidad de la enzima coagulativa de la

yema de huevo por lo que en los machos cabrios el método de coleccién de
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semen debe ser tomado en cuenta para asegurar una 6ptima calidad (Jiménez-

Rabadan et al., 2016).

En machos que han sufrido un dafio severo o la muerte, la obtencién de
espermatozoides del epididimo permite la conservacion de genes de animales con

alto valor genético (Dong et al., 2008).

2.4.6 Estimulo sexual

Una de las formas de aumentar el desempefio reproductivo en los machos
bovinos, caprinos y cerdos es permitiendo que estos observan a otros machos
montar a hembras en celo (Price et al., 1998). Algunos de los comportamiento
presentados por las cabras en celo tales como los movimientos de cola y montas
hembra-hembra estimulan y excitan a los machos cabrios (Haulenbeek y Katz,
2011). Después de colecciones de semen sucesivas, el volumen y el nimero de
células por eyaculado disminuyen sin embargo, este efecto puede revertirse si la
hembra utilizada como estimulo para realizar las colectas es cambiada,

aumentando la produccién espermética (Prado et al., 2003).

2.4 Conservacion del semen
La preservacion del germoplasma masculino a través de la criopreservacion
potencializa la transferencia de material genético a regiones geogréficas distantes
y entre razas para mejorar o preservar las existentes y el éxito de los programas
reproductivos a través de la IA depende de la calidad del semen preservado
(Ahmad et al., 2015). El principal problema por el cual la IA en caprinos con

semen congelado no es una practica comun en los sistemas de produccion
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caprina es que los espermatozoides son severamente dafiados durante el proceso
de congelamiento disminuyendo considerablemente la viabilidad de estos (Roca et
al., 1997). Otra alternativa al semen congelado, puede ser la disminucion del
metabolismo de los espermatozoides al reducir la temperatura y asi prolongar su
vida feértil permitiendo asi transportar el semen de los centros de recoleccion a las

granjas donde sera utilizado (Salamon y Maxwell, 2000).

2.5.1 Diluyentes y dilucion del semen

El objetivo de la dilucion del semen es proteger a los espermatozoides del
choque térmico y aumentar el volumen del eyaculado para que un mayor nimero
de hembras puedan ser inseminadas exitosamente con un solo eyaculado. Los
diluyentes empleados para la conservacion del semen ya sea en fresco, frio o
congelado, deberdn tener las siguientes caracteristicas: i) proveer un pH
adecuado y capacidad amortiguadora; ii) osmolaridad adecuada vy iii) proteger a
los espermatozoides del dafio térmico (Salamon y Maxwell, 2000). En general, los
diluyentes contienen un crioprotector no penetrante (leche o yema de huevo) un
crioprotector penetrante, para semen congelado (glicerol, dimetilsulfoxido
[DMSOQ]), un amortiguador de pH (Tris, citrato de sodio, &cido citrico), azucar
(glucosa, lactosa, fructuosa, rafinosa o trehalosa) y antibidticos (penicilina,

estreptomicina) (Barbas y Mascarenhas, 2009).

2.5.1.1 Diluyentes empleados en caprinos

Los diluyentes mas empleados para conservar el semen en caprinos son a

base de yema de huevo adicionando glucosa y un amortiguador como Citrato de
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Na o TRIS y leche descremada (Cseh et al., 2012). Sin embargo, se estan
probando con excelentes resultados diluyentes a base de lecitina de soya (Roof et
al., 2012)Los diluyentes a base de TRIS y citrato-yema de huevo han sido
utilizados para preservar el semen caprino con buenos resultados (Dorado et al.,
2010; Matos-Brito et al., 2013). La eficiencia de estos diluyentes en la
conservacion del semen se atribuye a la capacidad amortiguadora del pH, a la
adicion de azucar para proveer energia y al efecto protector de la yema de huevo
(Matos-Brito et al., 2013). La yema de huevo es empleada de manera rutinaria en
los diluyentes debido a su efecto protector contra el choque térmico ya que cuenta
con proteinas de baja densidad, las cuales se adhieren a la membrana celular
durante el proceso de preservacion previniendo el dafio celular (Bispo et al.,
2011). La sobrevida in vitro y la fertilidad de los espermatozoides refrigerados y
almacenados con los diluyentes antes mencionados llega a ser de 5 a 72 h
(Leboeuf et al., 2007). Otro de los diluyentes para conservar el semen en caprinos
es el elaborado a base de leche descremada (Leboeuf et al.,, 2003). La leche
aporta a los espermatozoides energia y a través de su fraccién proteica (caseina)
protege a las células del choque térmico (Manjunath, 2012). Este diluyente es
capaz de conservar el semen por 24 h a 4°C (Mara et al., 2007). Otros autores
mencionan que el semen puede conservarse hasta por 4 dias sin efectos adversos

en la motilidad (Leboeuf et al., 2003).

Una de las causas de la reduccion de la viabilidad del semen caprino es
gue, al mezclarse el plasma seminal con la yema de huevo o la leche de los

diluyentes se reduce considerablemente la calidad de los espermatozoides ya que
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el plasma contiene enzimas que interaccionan con los lipidos de la yema o leche
(Dorado et al., 2007). Una de las enzimas es la enzima coagulante de la yema de
huevo (EYCE, por sus siglas en ingles), la cual hidroliza la lecitina de la yema de
huevo a acidos grasos vy lisolecitina los cuales causan dafios irreversibles a los
espermatozoides  (Jiménez-Rabadan et al., 2012). La BUSgp60
(Bulbourethralgland) con un peso de 54 a 60 Daltones, tiene similitud con las
lipasas pancreaticas, presentando actividad fosfolipasa, hidrolizando los lipidos
(Pellicer-Rubio et al., 1997). El efecto de la BUSgp60 puede ser directo, al causar
la hidrolisis de los fosfolipidos de los espermatozoides o indirecto, al generar
derivados toxicos de los lipidos presentes en la leche (Pellicer-Rubio vy

Combarnous, 1998).

Para evitar este dafio a los espermatozoides, se ha recomendado remover
el plasma seminal antes de adicionar el diluyente (Leboeuf et al., 2003) sin
embargo, otros no encontraron ningun efecto adverso del plasma seminal sobre la
motilidad o viabilidad del semen (Ferreira et al.,, 2014; Kicik et al., 2014). Asi
mismo, cuando se emplea leche descremada, esta debe ser calentada a 92 - 95°
C durante 8 — 10 min y luego dejar enfriar a temperatura de cuarto, esto con el fin
de inactivar la lactenina, un factor espermicida presente en la leche, no obstante,

para evitar es paso, se puede emplear leche ultra-pasteurizada (Ari et al., 2011).

2.5.1.2 Dilucion de semen y concentracion.

Para alcanzar una tasa de fertilidad alta después de la inseminacion

artificial, el semen debe ser diluido apropiadamente. Se ha reportado que una
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excesiva dilucion del semen provoca una reduccion en la motilidad espermatica
(Hayden et al., 2015). La mejor forma de diluir el semen es basandose en la
concentracion espermatica. En caprinos, la dilucion final con fertilidad aceptable se

logra con dosis de 80 a 500x108células/ml (Purdy, 2006).

Cuadro 2. Composicion de los principales diluyentes empleados para la

preservacion de semen.

Diluyente citrato-yema

2.37 g citrato de Na (2H:0)
0.50 g glucosa

15 mL yema de huevo
100,000 Ul Penicilina

100 mg Estreptomicina

Agua destilada c. b. p. 100 mL

Diluyente TRIS

3.36 g Tris

0.50 g Fructosa

1.99 g acido citrato

14 mL yema de huevo
100,000 Ul Penicilina

100 mg Estreptomicina

Agua destilada c. b. p. 100 mL

Diluyente Leche

9 g de leche descremada en polvo
100,000 Ul Penicilina

100 mg Estreptomicina

Agua destilada c. b. p. 100 mL

*De Salamon y Maxwell, 2000.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion, animales y manejo

El estudio se llevo a cabo en una granja de manejo intensivo de cabras de
la raza Alpino-Francés localizado en el norte de México (25° N, 103° O). Se
utilizaron cuatro machos adultos (1 Saneen; 3 Alpino-Francés), de 2 a 5 afios de
edad durante la época de actividad sexual (otofio-invierno). Esta region es
semiéarida localizada a una altitud de 1140 msnm. La temperatura media anual es
de 23.5°C (rango -2 a 43°C) con una precipitacion anual de 230 mm. La duracion
del dia es de 13 h, 41 min en el solsticio de verano y de 10 h, 9 min en el solsticio
de invierno. La alimentacion fue a base de heno de alfalfa (17% proteina cruda
(PC); 1.95 Mcal de energia metabolizable (EM)) a libre acceso y 200 g de
concentrado comercial (14% PC; 1.7 Mcal de EM) por dia y por animal durante el
periodo experimental. Las sales minerales (blocks) y el agua fueron

proporcionadas a libre acceso.

3.2 Recoleccion de semen y evaluacién inicial

El semen fue recolectado con VA una vez por semana durante un mes. La
VA consistid en un tubo externo de caucho y un revestimiento interior de latex
liso. El revestimiento de latex se extendia 2.0 cm mas alla del final del tubo
externo de caucho, se replegd sobre este y se aseguro cada extremo con ligas
para formar una camara. La camara se llené con agua a 48-55° C para conseguir
una temperatura en el revestimiento de 40-45°C al momento de la colecta de

semen. En un extremo de la VA se fij6 un cono al cual estaba unido un tubo
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graduado (0.1 mL). Todas las recolectas de semen se realizaron por el mismo
técnico. El extremo libre de la VA fue lubricado . Cada eyaculado se coloco en
bafio maria a 37° C y se evalud la motilidad en masa, concentracion y
espermatozoides vivos. Se emplearon solo aquellos eyaculados con una motilidad
> 3.0 (escala 0-5), concentraciéon de >2.5 x 10°% células/mL y >85 % de

espermatozoides vivos.

3.3 Procedimiento experimental

Después de la evaluacion inicial del semen, cada eyaculado fue divido en
dos partes iguales, una fue diluida en Citrato de Na y yema de huevo (YemaBE) y
la otra en leche descremada (LecheBE). La composicion del diluyente YemaBE
consistié en 2.37 g de citrato de Na (2H20), 0.50 g de glucosa, 15 mL de yema de
huevo, 100,000 Ul de penicilina sodica, 100 mg de estreptomicina y c. b. p. 100 mi
de agua destilada. Para el diluyente LecheBE, disolvimos 9.0 g de leche
descremada en polvo (Svelty®, Nestle) en 100 mL de agua destilada. Una vez que
se disolvié por completo, el diluyente se calentdé a 96° C durante 10 min, después
de este tiempo la muestra se dej6 enfriar a temperatura de laboratorio. Agregamos
100,000 Ul de penicilina sédica. Los diluyentes se ajustaron para obtener un pH
final de 6.7. Las muestras se diluyeron hasta obtener una concentracion de
800x10° de espermatozoides por mL. Al momento de hacer la dilucion los
diluyentes tenian una temperatura de 37° C. Una vez diluido, el semen fue
colocado en bafio maria (37° C) después fue colocado en una hielera cubierta con
hielo para bajar su temperatura. Una vez realizado esto, el semen fue transportado

hasta el laboratorio donde inmediatamente fue puesto en un refrigerador para
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continuar con su proceso de equilibrio por 2 h y que alcanzara una temperatura de

4° C. Una vez que alcanz6 esta temperatura el semen fue evaluado a las 2, 24,

48, 72 y 96 h (Figura 3).

Diagrama experimental

Extraccion
del semen
Evaluacion  * ‘é’ﬂlumen (ml) o0
PR . oncentracion (x
inicial - Motilidad
|:| % viabilidad
YemaBE S LecheBE
37 C |:| |:| 37 C
Oh2h 24h48h 72h 96 h Oh2h 24h 48h 7T2h 9 h

Periodo de evaluacidn de la motilidad en
masaad” C (== |

Figura 3. Diagrama en el cual se muestra el procedimiento experimental, que incluye la
recoleccién del semen, la evaluacién macro y microscépica inicial, los diluyentes
empleados y el tiempo de almacenamiento y evaluacion a 4°C.
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3.4. Andlisis del semen

3.4.1 Motilidad en masa

La motilidad fue evaluada subjetivamente al observar una gota uniforme de
la muestra de cada protocolo empleando un microscopio de campo claro
(Olympus, CH2, México, DF, México) para lo cual se observaron 5 campos y de

acuerdo a la metodologia de David et al. (2015).

3.5 Andlisis estadistico

Se realiz6 una prueba de normalidad (Shapiro-wilk) para la motilidad. Los
datos se transformaron con arc sine y se analizaron con un analisis de varianza.
Los analisis se realizaron con el GLM del paquete estadistico SAS (SAS Inst. Inc.,
Cary, NC). El disefio factorial incluyo el diluyente (Yema y leche) y el tiempo de
almacenamiento (0, 2, 24, 48, 72 y 96 h). Para determinar si habia diferencia
estadistica entre tratamientos se empled un nivel de probabilidad de <0.05. Se

determiné que existia tendencia si P>0.05 y <0.1.
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4. RESULTADOS

En el cuadro 3 se presentan las caracteristicas seminales de cada macho.
La motilidad del semen de los diluyentes a base de Citrato Na-yema de huevo
(YemaBE) y leche (LecheBE) almacenado durante 96 h se presentan en el cuadro
4. No hubo interaccion (P>0.05) entre el diluyente y el tiempo de preservacion del
semen. La motilidad espermatica después de adicionar el diluyente fue similar
para ambos (4.37+ 0.47; P=1.0). Dos horas después, se observo una tendencia en
la disminucién de la motilidad espermatica en el semen diluido con LecheBE que
con YemaBE (4.25 + 0.50 vs 3.0 £ 0.9, respectivamente; P=0.06). Después de
este tiempo no se aprecio diferencia significativa entre los diluyentes sobre la

motilidad (P>0.05).

Cuadro 3. Parametros espermaticos de los machos empleados en el estudio al
momento de la coleccion del semen con vagina artificial durante la estacion
reproductiva.

Volumen Concentracion Motilidad %
(ml) (x10°) (0-5) células vivas
# Macho
1 0.75 3560 4.0 85
2 0.80 3800 4.5 80
3 0.63 4189 5.0 80
4 1.0 3966 4.0 85

Cuadro 4. Efecto del tipo de diluyente y el tiempo de almacenamiento sobre la
motilidad espermatica (0-5) del semen caprino colectado con vagina artificial
durante la estacion reproductiva.

Oh 2h 24 h 48 h 72h 96 h
YemaBE 437 +0.47 4.25x0.50 2.6 +£1.25 2.25%1.7 1.5+£1.7 1.0x1.4
LecheBE 4.37+£0.47 3.0£0.9 2.6x1.4 1.63£1.1 0.88+0.6 0.75+0.5
Valor P 1.0 0.06 1.0 0.56 0.53 0.75

Valor P dentro columnas. Mediax DE
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Por otro lado, conforme el semen se almacena por mas tiempo la motilidad
disminuye gradualmente sin importar el diluyente empleado y se acrecienta

después de 2 h de almacenamiento a 4° C (P<0.0001; Fig. 4).
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Figura 4. Efecto del tiempo de almacenamiento (0, 2, 24, 48, 72y 96 h) a 4° C sobre la
motilidad del semen caprino durante la estacion reproductiva. Letras diferentes indican
diferencia P<0.05 (media + DE).
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5. DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran que el semen de los machos
cabrios sin remover el plasma seminal puede ser conservado a 4°C con diluyentes
a base de citrato de Na o leche sin afectar la motilidad después de 24 h de
conservacion. Esto es similar a lo reportado por Matos-Brito et al. (2013) al

emplear Citrato de Na y por Mara et al. (2007) con un diluyente a base de leche.

La habilidad de estos diluyentes para proteger a los espermatozoides del
choque térmico se debe a su fraccidn proteica presente en la yema como en la
leche la cual se une a la membrana celular previniendo su desorganizacion (Bispo
et al.,, 2011). Se ha mencionado que las enzimas presentes en el plasma seminal
tales como la EYCE y BUSgp60 interaccionan con los lipidos presentes en la
yema o la leche causando efectos adversos sobre la motilidad por lo que se
sugiere que este sea removido (Leboeuf et al, 2000). En contraste, estudios
recientes han demostrado que la remocién del plasma seminal no afecta la calidad
espermatica (Cabrera et al., 2005; Roof et al., 2012; Ferreira et al., 2014), por lo

gue este procedimiento que consume tiempo podria no ser necesario.

La exposicion de los espermatozoides a bajas temperaturas reducen la
viabilidad y la motilidad del semen debido a cambios en la arquitectura,
permeabilidad de la membrana y en los canales i6nicos similares a los que
ocurren durante la capacitaciéon (Watson, 2000). Ademas, se producen especies

de oxigeno reactivo que afectan severamente la viabilidad de las células (Ahmad
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et al., 2015). En este estudio, se observd una disminucion gradual de la motilidad

conforme se incrementaba el tiempo de almacenamiento (Figura 4).

La motilidad es parametro confiable para predecir la fertilidad del macho
(David et al., 2015) ya que, la presencia de espermatozoides con una mayor
motilidad, incrementa la probabilidad de que los espermatozoides lleguen al
ovocito (Santolariaet al., 2015). Nuestros resultados coinciden con lo reportado
por Mara et al.(2007)y Matos-Brito et al. (2013). quienes reportan una motilidad en
masa similar (2.6 + 0.2) después de conservar el semen a 4°C durante 24 h con
un diluyente a base de leche descremada o citrato-Yema, respectivamente.
Ademas, son similares a lo que se reporta para machos cabrios jovenes durante la
estacion reproductiva en la misma area del estudio (Carrillo et al., 2010) por lo que

estos resultados podrian considerarse aceptables.

Siqueira et al. (2009) no encontraron diferencias significativas sobre la tasa
de concepcién en cabras inseminadas después de la deteccion del celo con
semen enfriado a 5° C por 12 o 24 h. Esto es similar a lo reportado en cabras
Murciano-Granadina por Roca et al. (1997) quienes reportan una tasa de

gestacion de 76% después de la inseminacion artificial con semen enfriado a 5° C.
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6. CONCLUSION

El semen en caprino puede ser conservado a 4° C con citrato-yema de
huevo o leche descremada por 24 h. Después de este tiempo la motilidad

disminuye. Es necesario corroborar estos resultados bajo condiciones de campo.
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