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REsSUMEN

La criopreservacion de semen es importante en la
reproduccion caprina debido a que con este método, los
espermatozoides del macho cabrio se pueden utilizar después
de un largo periodo de almacenamiento. Esta técnica permite,
ademas, extender la vida reproductiva del semental después
de que este muere.Se colectaron eyaculados de cinco machos
de raza Saanen por medio de vagina artificial, y se evalud la
calidad espermatica en estado fresco y postcongelacion en dos
épocas del afio: abril (dias crecientes) y diciembre (dias
decrecientes). Las variables evaluadas fueron: volumen,
concentracion, viabilidad, motilidad masal y progresiva. Se
utilizé un diluyente a base de Tris-yema de huevo, y el semen
se diluy6 en una proporcion de 1:4 y se envas6 en pajillas de
0.5 mL a una concentracion promedio de 200 millones de
espermatozoides moviles. Las pajillas se congelaron en vapores
de nitrogeno liquido y se descongelaron a 37 °C durante 15
seg. Los resultados mostraron mayor calidad seminal en las
muestras en estado fresco (p<0.05) colectadas en diciembre.
Por otra parte, no se encontré diferencia significativa (p>0.05)
entre épocas en la calidad espermatica postcongelacion.

Palabras clave: Caprinos, criopreservaciéon, motilidad
espermatica, caracteristicas del semen, periodo de congelacion.

INTRODUCCION

La criopreservacion de semen de mamiferos es
un proceso complejo, en el que intervienen muchos
factores. La posibilidad de preservar esperma-
tozoides congelados de las especies domésticas es

Recibido: Junio, 2010.
Aceptado: Mayo, 2012.

ABSTRACT

Cryopreservation of semen is important in goat
reproduction because with this method, the goat sperm
can be used after a long storage period. This technique
also allows to extend the reproductive life of the stallion
after it dies. Ejaculates from five Saanen bucks were
collected through artificial vagina, and fresh and post-
thaw sperm quality was evaluated in two seasons: April
(growing days) and December (decreasing days). The
evaluated variables were: volume, concentration,
viability, mass and progressive motility. A Tris base egg
yolk diluent was used and the semen was diluted in a
ratio of 1:4and packaged into 0.5 mL straws to an
average concentration of 200 million motile sperm. The
straws were frozen in liquid nitrogen vapor and thawed
at 37 ° C for 15 sec. The results showed higher seminal
quality in fresh samples (p<0.05) collected in December.
On the other hand, there was not any significant
difference (p>0.05) between seasons, in the post-thaw
sperm quality.

Key words: Caprine, cryopreservation, sperm motility,
semen characteristics, freezing period.

todo un reto, debido a que las células deben
soportar condiciones de estrés fisico relacionadas
con los procesos de crioconservacién, los
espermatozoides de las diferentes especies son muy
diferentes en tamafio, forma y composicion de
lipidos, y todos ellos tienen efecto sobre la
supervivencia del semen. La preservacion de
espermatozoides congelados para la reproduccién
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animal, tiene gran relevancia ya que permite mejorar
la sanidad, optimizar el uso de los machos, acelerar
el programa de mejora genética, homogeneidad en
las producciones y la disponibilidad de los registros
genealdgicos (Hafez, 1996).

La criopreservaciéon de semen caprino es
importante por varias razones: las células de
esperma criopreservadas se pueden almacenar y
utilizar después de un largo periodo de tiempo
(Martinez et al., 2007). La criopreservacion de
espermatozoides caprinos también permite extender
la vida reproductiva del macho cabrio después de
que este muere (Rahman et al., 2008).

El semen de los caprinos puede ser conservado
en fresco hasta 72 h con 60.1 % de motilidad y un
porcentaje de espermatozoides vivos de 71.1 %,
en refrigeracion puede durar hasta seis dias con
buenas caracteristicas para la fecundacion (Evans
y Maxwell, 1987), pero la técnica més utilizada es
el congelamiento con resultados aceptables
(Valencia et al., 1994).

El problema en la criopreservacion es el dafio
que ocurre durante el congelamiento, al pasar la
célula espermatica por una zona de temperatura
critica entre -15 °C y -60 °C durante la cual se
producen fendmenos como son la formacion de
cristales intracelularmente y extracelularmente,
deshidratacion y distorsion de la membrana (Dunner
y Vazquez, 1991).

En los caprinos la criopreservaciones de uso
limitado en comparacion con otras especies, debido,
entre otros factores al porcentaje de pérdida del 10
% al 50 % en la motilidad progresiva y el nimero
de espermatozoides vivos postcongelacion
(Valencia et al., 1994).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la
calidad seminal en machos cabrios de la raza
Saanen, en esperma en estado fresco y
postcongelacién, en dos épocas del afio.

MATERIALES Y METODOS
Localizacion

La investigacion se desarroll6 en el municipio
de Apaseo el Grande (100°41" 07"0Oy 20°32" 37"

N) en el estado de Guanajuato, con altitud de 1,767
m. El clima es templado, con temperatura maxima
de 37.1 °C y minima de 0.9 °C. La precipitacion
anual es de 606.1 mm (INEGI, 2000).

Manejo de los sementales

Se utilizaron cinco machos de raza Saanen de
3.5 a 4.5 afios de edad en condicion corporal de
3.5 a 4 (escala 1 a 5). Los animales fueron
desparasitados internamente y confinados en
corrales individuales de 3x3 m2 provisto de sombras,
comedero, bebedero. La alimentacion fue a base
de heno de alfalfa y ensilaje de maiz. Ademas, se
les proporcionaron minerales comerciales a libre
acceso.

Recoleccién y evaluacion del semen

La recoleccion de semen se hizo con vagina
artificial (IMV, Francia), previo estimulo por
hembras en celo. Se realizé una revision del pene y
testiculos en busca de alguna posible patologia
(Chemineu et al., 1991) y una limpieza del &rea
prepucial de material contaminante y de pelos
circundantes, una vez que el macho eyaculé en la
vagina artificial, la muestra de semen se recibi6 en
un tubo conico y se agregd una tercera parte de
diluyente (Evans y Maxwell, 1987). La recoleccién
se realiz6 en verano cuando existe mayor exposicion
de horas luz y en invierno cuando existe menor
exposicion de horas luz, para determinar si existe
una mejor época de criopreservacion del semen.

En el laboratorio se colocaron las muestras en
bafio Maria a 36.5 °C, y se evalu6: volumen
espermatico (mL), motilidad masal (%), motilidad
progresiva (%) y espermatozoides vivos (%)
(Gracia et al., 1998).

El volumen del eyaculado se evalu6 directamente
en el tubo cénico colector. La concentracion del
semen (nimero de espermatozoides por mililitro
utilizando una dilucién de 1:10) se realizé con un
contador de células espermaticas automatico
(Spermacue™). La motilidad masal (%) se evalu6
colocando una gota de semen sobre un portaobjetos

58 Volumen 9, Ndmero 2



Nieto - Escorcia et al.

Calidad espermatica...

templado (37 °C) y se observd con un objetivo
del0X; la estimacion de la motilidad espermatica
se hizo observando la potencia de onda de acuerdo
a la presencia de dicho movimiento, en base a la
clasificacion de 0 a 5 puntos del Cuadro 1 (Hafez,
1996).

La motilidad progresiva individual (%) se
determind microscOpicamente en una gota de semen
con citrato de sodio al 2.8 %. Se utiliz6 un aumento
de 200X vy el portaobjetos se calentd a 37-38 °C.
La apreciacion visual se realiz6 en 150 esper-
matozoides en movimiento, tomando en cuenta el
desplazamiento lineal constante.

La viabilidad espermatica (%) se estimd via
morfoldgica con tincion de eosina-nigrosina,
compuesta por: 1.67 g de eosina (soluble en agua),
10 g de nigrosina (soluble en agua), 2.9 g de citrato
sédico y 100 mL de agua destilada (Evans y
Maxwell, 1987).

Se colocaron 1-2 gotas de colorante y una gota
de semen, sobre el extremo del portaobjetos. Se
mezclaron y por medio de barrido se extendid; se
observaron y contaron 150 espermatozoides de
diferentes campos tomando en cuenta la cabeza del
espermatozoide (Evans y Maxwell, 1987).

Dilucion y congelacion del semen

El diluyente que se utilizo fue tris (hidroximetil)
aminometano(Fermont) en una proporcion (1:4)
una parte de semen por cuatro del diluyente. El
contenido del diluyente fue 3.786 g de Tris, 0.625
g de glucosa (Fermont), 2.172 g de &cido citrico
monohidratado (Fermont), 12 mL de yema de
huevo, 5 mL de glicerol (Fermont), 0.125 g de
penicilina y0.1 g de estreptomicina (Evans y
Maxwell, 1987).

La inactivacion de la yema del huevo se realiz6
una vez disueltos los componentes en el vaso
precipitado; se colocaron en el bafio Maria a 56
°Cdurante 30 min para posteriormente mantenerlo
a 37 °C para diluir el semen.

Para obtener el nimero de dosis de semen por
eyaculado se siguié el procedimiento de:

N = (CxVxM)/DR

Donde N = numero de pajillas totales; C
cantidad de espermatozoides por mililitro; V
volumen total recolectado; M = porcentaje total de
espermatozoides con movilidad masal y DR = dosis
requerida por pajilla (Hafez, 1996).

Preparacion de pajillas de semen

El llenado de las pajillas se realizé de manera
manual por medio de succion en pajillas de 0.5 mL,
con un promedio de 200 millones de espermato-
zoides cada una. Las pajillas se colocaron en un
vaso de precipitado con agua a 37 °C, posterior-
mente se llevaron a refrigeracion, y la temperatura
disminuy6 a 5 °C en el transcurso de 2.5 h, como
periodo de equilibrio (Valencia et al., 1994).

Congelacién

Para el proceso de congelacion, se vacio el
nitrégeno liquido en una caja de poliestireno hasta
obtener un nivel de 15 cm, después, las pajillas
identificadas se expusieron a vapores de nitrégeno
(-75 °C) y se colocaron en posicion horizontal a 5
cm sobre el nivel del mismo durante 15 min.
Posteriormente se sumergieron en el nitrégeno
liquido para su congelacion a -196 °C y se
conservaron en ese estado durante una semana
(Valencia et al., 1994).

Descongelacion del semen

Para la evaluacion postcongelacion de las dosis, la
descongelacién del semen se realiz6 en Bafio Maria
a 37 °C durante 15 seg y se evaluaron la motilidad
masal (%), la motilidad progresiva (%) vy el
porcentaje de espermatozoides vivos (Holt, 2000).

REesuLTADOS Y Discusion
Caracteristicas del semen en estado fresco
Volumen. EI mayor volumen de eyaculado fue de

2 mL y se colect6 en diciembre; mientras que en
abril solo se colect6 1.2 mL. El rango normal de
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volumen de un eyaculado es de 0.1 a 1.5 mL segun
lo referido por Hafez (1996). Evans y Maxwell
(1987) mencionan que el rango normal del volumen
de un eyaculado esta entre 0.8 y 2 mL; a diferencia
de Gibbons et al.(1992) que obtuvieron 0.77 mL
en machos de raza Angora durante la primavera.

Concentracién. La mayor concentracion
espermatica fue de 322.53 x10'mL™ y se obtuvo
en diciembre; la menor fue de 216.8 x10’ mL*en
los eyaculados de abril. Se considera que estos
valores son normales de acuerdo a la época de
recoleccién. Hafez (1996) menciona que en un
eyaculado, normalmente puede haber de 200 a
600 x 107espermatozoides por mililitro. Por otra
parte, Silvestre et al. (2004) obtuvieron
resultados semejantes con rangos entre 223 x10%y
282 x10” mL*en verano; mientras que Gibbons
et al. (1992) obtuvieron, en abril, un promedio
439 x10” mL* en machos de raza Angora, pero a
una latitud de 41° S, en una época reproductiva
natural.

Viabilidad espermatica. La viabilidad
espermatica con un promedio del 85 % fue mayor
en diciembre; en abril fue del 80 %. Farshad et
al. (2009) obtuvieron un promedio 88.56 % en
invierno, en machos de dos a cuatro afios de edad.
Silvestre et al. (2004), obtuvieron 75 % en

Cuadro 1. Caracteristicas seminales de eyaculados,

verano, en machos de raza Murciana-Granadina
de tres anos de edad.

Motilidad masal. La motilidad masal fue mayor
en diciembre, con el 85 %; en abril fue de 80 %.
Farshad et al. (2009) obtuvieron 86.13 %, en
invierno, en machos de dos a cuatro afios. En otro
estudio, Vazquez et al. (1998) obtuvieron rangos
entre 76 % y 82 % en razas autéctonas espafolas.

Motilidad Progresiva. La motilidad progresiva fue
mayor en diciembre con el 80%; en abril fue del 78
%. Silvestre et al. (2004) obtuvieron el 69.8 % en
verano. Los valores de este estudio son cercanos
al 80.35 % en machos de dos a cuatro afios de edad,
que reportaron Farshad et al. (2009).

Los resultados del Cuadro 1 muestran una
diferencia (p<0.05) en la calidad espermatica:
volumen, concentracién, viabilidad espermatica,
motilidad masal y progresiva en cada época de
colecta; indican que la mejor calidad espermatica
se obtuvo en diciembre, mientras que en abril, la
calidad fue menor.

La diferencia entre los resultados de otros
investigadores y los de este trabajo se deben a las
distintas razas, la edad y la época de evaluacion;
pero todos tienen en comun el tipo de recoleccion
del semen a través de vagina artificial, ademas de
ser estimulados por la misma hembra.

en estado fresco, de machos de raza Saanen de 3.5

a 4.5 afos de edad, en el municipio de Apaseo el Grande, Gto., México.

Caracteristicas Abril Diciembre

Espermaticas Media % Min-Max % Media % Min-Max %
Volumen (mL) 1.15b 0.06 (0.70-1.60) 201 a 0.05 (1.7-2.4)
CE (107 mL?) 216.80 b 3.52 (198-248) 322.53 a 3.79 (289-344)
Viabilidad (107 mL?') 80.00 b 0.93 (78-90) 85.00 a 1.14 (80-95)
MM (107mL?) 80.00 b 1.28 (78-90) 85.00 a 0.96 (80-90)
MP (107mL™?) 78.00 b 1.56 (70-90) 80.00 a 1.28 (75-90)

CE: Concentracion espermatica; MM= Motilidad masal; MP: Motilidad progresiva.

Caracteristicas del semen en postcongelacion

Viabilidad espermética. La viabilidad espermatica
en abril fue de 22 %; en diciembre del 27.3 % pero

no mostré diferencia significativa (p<0.05). En
comparacion, Vera et al. (2007) obtuvieron 35 %
en machos Saanen y 40.7 % en machos criollos;
Gracia et al. (1998) reportan una viabilidad
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espermatica del 30.3 % en abril y 31.55 % en
diciembre, por otra parte,Gibbons et al. (1992)
obtuvieron un 60 % en machos de raza Angora.

Motilidad masal. La motilidad masal observada en
abril fue similar a la de diciembre: 25 % y 29 %
respectivamente, no mostré diferencias significativas
(p<0.05). Estos resultados son similares a los de
Graciaetal. (1998) que obtuvo un promedio de 24.75
% en abril y 23.97 % en diciembre.

Motilidad progresiva. La motilidad progresiva en
abril (20 %) y diciembre (22 %) no mostraron
diferencia (p<0.05). Vera et al. (2007) obtuvo el 39.6
% de motilidad progresiva en machos Saanen en

otofio, en comparacion con Grajales (1990) que
reporta resultados superiores al 59 %; Ritar y Salomén
(1991) obtuvieron el 66 %, mientras que Valencia et
al. (1994) mencionan un rango de 73 % a 78.6 %.
Gibbons et al. (1992) obtuvieron el 74 % en marzo,
en machos de raza Angora.

Los resultados en el Cuadro 2, muestran que la
evaluacién postcongelacién en ambos periodos no
muestra diferencia significativa (p>0.05); Se obtuvo
una calidad espermatica similar en: viabilidad,
motilidad masal y progresiva. Sin embargo, el mismo
cuadro muestra diferencia significativa entre las
caracteristicas del semen en estado fresco y postcon-
gelado. Los parametros que se determinaron en este
estudio son menores a los que reportan otros autores.

Cuadro 2. Caracteristicas del semen, fresco y postcongelado, de machos de raza Saanen de 3.5 a 4.5
afios de edad, en el municipio de Apaseo el Grande, Gto., México.

Caracteristicas Fresco Postcongelado
Esperméticas Media % Media %
Viabilidad Espermética 83.3a 25.7b

Motilidad Masal 84.4a 27.7b

Motilidad Progresiva 80.7 a 220b

Estado postcongelacién; Viabilidad esperméatica

El Cuadro 3 presenta la comparacidn postcongelacién promedio de las caracteristicas seminales por

época del afo.

Cuadro 3. Caracteristicas seminales post congelacion, de eyaculados de machos de raza Saanen de 3.5
a 4.5 afios de edad, en el municipio de Apaseo el Grande, Gto., México, en dos épocas.

Caracteristicas

Semen Postcongelado Pajilla (400 X106 mL1)

Espermaticas Abril Diciembre

Media % Min-Max % Media % Min-Max %
CE (106 mL?)
Viabilidad (106 mL™?) 22 a 1.63 (15-34) 27 a 1.19 (20.3-35.3)
MM (106 mL™?) 25a 1.61 (17-35) 29 a 1.69 (20-40)
MP (106mL?) 20 a 0.63 (18-25) 22 a 0.86 (18-30)

CE: Concentracion espermatica; MM= Motilidad masal; MP: Motilidad progresiva.
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CONCLUSIONES

Existe variabilidad en la calidad espermaética en
fresco con respecto a la época del afio en la que se
realice la colecta se semen. El proceso completo
de congelacion-descongelacion para llevar a cabo
la fertilizacion del évulo, se puede realizar con
parametros aceptables, independientemente de la
época. El volumen colectado en abril es menor en
el momento de la dilucion y preparacién de las
pajillas; la cantidad total que se pudieran elaborar,
es menor que la de diciembre, pero con la misma
calidad.
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