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Introduccion

1. INTRODUCCION

La especie caprina en Canarias representa uno de los principales sectores en la ganaderia del
archipiélago, con una importante transcendencia cultural, social y econémica. En el afio 2007, la
cabanfa caprina en Canarias ascendia a mas de 363000 cabezas de ganado, representando el

29% de la carne y el 70% de la leche producida en el archipiélago.

El ganado caprino existente en las Islas Canarias esté representado en su mayoria por
las tres razas autoctonas, que antiguamente conformaban la Asociacién Caprina Canaria (ACC).
Dichas razas son la Majorera, la Tinerfefia y la Palmera. Concretamente, los animales de la raza
caprina Majorera destacan por su marcado caracter lechero, de alto rendimiento, su gran
rusticidad y elevada adaptabilidad a zonas éaridas y desfavorecidas. Estas cualidades permitirian
que estos animales pudiesen ser catalogados como raza mejorante, circunstancia que confiere a
esta raza, la posibilidad de favorecer las capacidades productivas de diversas razas criollas
caprinas, presentes en diferentes zonas del mundo con caracteristicas ambientales extremas,

como ocurre en muchas zonas del continente africano y centroamericano.

Desde el punto de vista reproductivo, la cabra Majorera se caracteriza por presentar
ciclos estrales de 21 dias. Los celos suelen tener una duracion media de 40 horas, obteniéndose
1.3 partos al afio y presenta una prolificidad media de 1.8 cabritos por parto (Batista y cols.,
1999). Aunque no se ha concretado de manera estricta, la duracion de la gestacién en la raza
Majorera no deberia encontrarse lejos de la duracién media (150.8 dias) registrada en la especie
caprina (Asdell, 1964). De manera general, se asume que la mayoria de los partos acontecen en
un rango de 147 a 155 dias de gestacion, aunque se han descrito ligeras diferencias en funcion
de la raza, mes de concepcidn, edad del animal, nimero de partos del animal y nimero de

cabritos/hembra gestante (Peaker, 1978).

En las Ultimas décadas, las técnicas reproductivas en el ganado caprino han
experimentado un notable desarrollo, teniendo como resultado mas préactico y directo, un
aumento en el rendimiento productivo. Entre otros, cabe destacar los avances que se han
logrado en el campo de la tecnologia seminal, con novedosas y eficaces técnicas de

conservacion, criopreservacion y traslado de semen de la raza caprina. Del mismo modo, tienen
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una gran importancia los avances que se han llevado a cabo en torno a las nuevas técnicas de
reproduccion asistida, destacando sobre todo los diferentes protocolos de inseminacion artificial

y transferencia de embriones.

La conservacion (a corto, medio y largo plazo) de semen de macho cabrio, de una forma
eficaz y sin que pierda sus cualidades, aporta diversas ventajas frente a la monta natural. Por
una parte, la dilucion y conservacion de dosis seminales permite que un mayor nimero de
hembras puedan ser inseminadas de forma artificial, en un mismo dia o periodo, en comparacion
a si se hiciese de forma natural, sin temor a que los machos queden agotados. De esta manera,
se podran sincronizar mas eficazmente los celos de las hembras y concentrar de esta forma el
trabajo de granja; en consecuencia, se favoreceria un manejo mas racional del periodo de
cubriciones (inseminaciones artificiales), permitiendo una mayor agrupacion de los partos,

facilitando asi el trabajo en las explotaciones durante la época de los nacimientos.

Asimismo, con las nuevas técnicas de inseminacion artificial se puede hacer un mejor
seguimiento de la paternidad, pudiendo hacer cruzamientos concretos, minimizando el margen
de error. De esta forma, se limitarian los problemas asociados a la monta natural que manifiestan
numerosas granjas, donde un numero variable de machos son utilizados para cubrir a las

hembras, siendo frecuente desconocer qué hembra ha sido cubierta por un determinado macho.

Otra evidente ventaja asociada con los procedimientos de tecnologia seminal, es la
posibilidad de crear una reserva o banco de esperma de las diferentes razas caprinas, como se
viene haciendo, desde hace muchos afios, en el ganado vacuno. La creacion de este banco o
reserva de esperma nos permite, con un menor numero de machos reproductores con
eyaculados de buena calidad, obtener un gran numero de dosis seminales, que no
necesariamente se deberian utilizar para realizar inseminaciones artificiales de manera
inmediata, sino que podrian ser destinadas para su conservacion a largo plazo. En
consecuencia, estos avances incorporan la ventaja de permitir un movimiento de material
genético (tanto en el tiempo y en el espacio) de forma independiente al transporte de animales,
tarea esta Ultima, a veces complicada y otras veces imposible, por causas como pueden ser la

orografia, enfermedades endémicas de cada lugar o restricciones aduaneras.
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La criopreservacion seminal, base en la seleccion y mejora genética, permite que a partir
del mismo macho mejorante, se pueda obtener una primera generacion de una manera mas
rapida y numerosa, lo que se traduce en una mejora genética del ganado en un plazo mas breve
y de manera mas efectiva. Ademas, de un macho reproductor seleccionado se puede seguir
generando descendencia, incluso tiempo después de muerto el animal. Con respecto a la
dispersidn genética en el espacio, podemos destacar que, de esta manera, el material genético
se puede transportar de una forma mas rapida, comoda y eficaz que teniendo que transportar

animales vivos.

En consecuencia, el trabajo de investigacion que constituye la presente tesis doctoral ha
propuesto testar diferentes técnicas de preservacion seminal, con objeto de incrementar la
eficacia de los protocolos habitualmente utilizados para la conservacion del semen caprino. Se
ha pretendido, por tanto, innovar en la estructuracién de estos procesos, intentando realizar
aportaciones con un elevado grado de aplicacién, no solo destinadas a los centros o laboratorios

de preservacion seminal sino también que resultasen utiles para los ganaderos.

De esta manera, la primera experiencia constaba de dos experimentos; el primer
experimento pretendia valorar la viabilidad del semen, congelado mediante dos protocolos
diferentes (nitrogeno liquido y ultracongeladores de -152°C) y si el tiempo de almacenamiento
(hasta 1 afio) podria modificar la calidad del semen; el segundo experimento defini6 la fertilidad
tras inseminar con semen congelado (conservado durante 1 y 6 meses), mediante los mismos

dos protocolos valorados previamente.

En una segundo experiencia, se valoraba in vitro la calidad del semen preservado a
diferentes temperaturas (37°C, 20°C, 4°C, -196°C) y la influencia de procesar el semen de
manera individual o en forma de pool; la segunda fase de esta experiencia determing la fertilidad
del semen en fresco y congelado-descongelado, tras haber sido procesado de manera individual
y en forma de pool. Finalmente, la tercera experiencia aspiraba a confirmar si las muestras de
semen preservadas en criocontenedores de transporte (vapores de nitrégeno liquido), utilizados
para el transporte de semen congelado, mantenian sus caracteristicas en funcién del tiempo de

almacenamiento en este tipo de dispositivos.
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De esta forma, los objetivos de la presente tesis doctoral han sido los siguientes:

1. Valorar la eficacia del ultracongelador de -152°C para la congelacion y conservacion del
semen caprino (raza Majorera), evaluando la influencia del tiempo de preservacion sobre
la calidad seminal in vitro.

2. Determinar la fertilidad del semen caprino de la raza Majorera, congelado y conservado
mediante ultracongeladores de -152°C durante dos periodos definidos (1 mes, 6 meses)
de almacenamiento.

3. Establecer la calidad y longevidad del semen caprino conservado a distintas
temperaturas (37°C, 20°C, 4°C y -196°C) y procesado bien de manera individual o tras
realizar un pool de eyaculados.

4. Definir la fertilidad tras realizar inseminaciones con semen fresco o congelado-
descongelado, procesado bien de manera individual o tras realizar un pool de
eyaculados, en la raza caprina Majorera.

5. Evaluar la calidad del semen caprino conservado en contenedores de transporte

(vapores de nitrdgeno liquido) durante diferentes periodos de tiempo.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. ANATOMIA DEL APARATO REPRODUCTOR MASCULINO EN LA ESPECIE CAPRINA

Bajo este enunciado corresponde estudiar el testiculo que es el érgano productor de los

espermatozoides; el epididimo, que los almacena, asi como el conducto deferente que los
transporta hasta la porcion pélvica de la uretra, y las glandulas accesorias, cuyas secreciones
dotan a los espermatozoides de las condiciones fisico-quimicas mas adecuadas para la
eyaculacion vy fertilizacién. Finalmente, se describirdn las caracteristicas del pene, 6rgano
responsable de la copulacion y responsable final de la deposicion del semen en la vagina de la

hembra.

2.1.1. TESTICULOS Y ESCROTO

Los testiculos, derecho e izquierdo, son los 6rganos parenquimatosos encargados de producir
las células germinales masculinas, aunque también contiene células responsable de la sintesis
de testosterona. Las génadas masculinas estan situadas fuera del abdomen, en el escroto, que
es una estructura sacular derivada de la piel y la aponeurosis de la pared abdominal (Smith,
1986). Cada testiculo descansa dentro del proceso vaginal, una extension separada del

peritoneo que pasa a través de la pared abdominal por el conducto inguinal.

El escroto de los pequefios rumiantes tiene forma ovoidea, comprimida del lado craneal al
caudal, es largo y penduloso y tiene un cuello bien marcado, que no se contrae (Constantinescu,
2001). La piel, en el caso del ganado caprino de raza Majorera, es de color pizarra y recubierta
en parte con pelos cortos. Inmediatamente craneal al escroto, se situan dos pezones

rudimentarios.

El testiculo se conforma como un 6rgano ovoideo ligeramente comprimido. Esta morfologia
genera dos caras, lateral y medial, asi como los polos 0 extremidades, cefalica y caudal
(adyacentes a la cabeza y la cola del epididimo, respectivamente), asi como un borde
epididimario y un borde libre opuesto (Garret, 1988). Estas referencias sirven para determinar la
orientacion del érgano en la bolsa escrotal, permitiendo definir que la extremidad cefélica es de

posicion dorsal en rumiantes.
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La masa parenquimatosa fundamental del testiculo es mantenida por un armazon o estroma
de tejido conectivo fibroso. La fraccion més densa y compacta de dicho estroma corresponde a
la tunica albuginea envolvente. Desde la cara profunda de la misma se proyectan, hacia el
interior del testiculo, pequefios tabiques o septos, de tal modo que generalmente confluyen hacia
el centro, generando una franja conectiva que se describe como mediastino del testiculo (Orsi'y
cols., 1984; Delgadillo, 2005). Dicho parénquima se reagrupa en los espacios intersticiales como
lobulillos testiculares, integrados por un nimero variable de tubulos seminiferos y de intersticio.
Los lobulillos se dirigen hacia la periferia como tibulos seminiferos contorneados (largos y de
trayecto tortuoso) para transformarse en tubulos seminiferos rectos a la altura del mediastino
(Smith, 1986; Batista y cols., 2002). Adyacente a la membrana basal de los tubulos, se desarrolla
una densa capa de células epiteliales espermatogénicas mantenidas por otras de sostén, las

células de Sertoli, de marcada actividad metabdlica (Ahmad y Noakes, 1995).

La fraccién extratubular la constituye el intersticio, que se agrupa longitudinalmente entre los
tubulos adyacentes (Orsi y cols., 1984). Las grandes células que lo integran, células de Leydig,
sintetizan testosterona, encargada de activar la gametogénesis e imprimir en el macho los

atributos y caracteres sexuales secundarios, asi como la libido.

2.1.2. EPIDIDIMO Y CONDUCTO DEFERENTE

El epididimo aparece como un 6rgano coniforme, alargado y adosado a la extremidad cefélica y
borde epididimario del testiculo (Delgadillo, 2005). La primera porcion es la cabeza del
epididimo, intimamente unida a dicha extremidad del testiculo, pues sirve como receptaculo de
los espermatozoides producidos por el mismo. El cuerpo del epididimo es la porcion adyacente
al borde epididimario del testiculo; esta estructura se va estrechando progresivamente,
permaneciendo unido al borde testicular por el mesorquio. Por Ultimo, la cola del epididimo es
continua a la extremidad caudal del testiculo (Ahmad y Noakes, 1995). En el caso de los
rumiantes, la cabeza del epididimo se tuerce sobre la extremidad cefalica del testiculo, pero el

cuerpo desciende por la cara medial testicular (Smith, 1986; Constantinescu, 2001).

En cuanto a su constitucion intrinseca, en la cabeza del epididimo podemos distinguir un
numero indeterminado de lobulillos epididimarios glandulares (Batista y cols., 2002). A los

centros tubulares de cada lobulillo van a desembocar los conductillos eferentes, procedentes de
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la red testicular y que alcanzan el epididimo atravesando la tinica albuguinea. Estos se
encargan de transportar los espermatozoides inmaduros y de favorecer el contacto con las
secreciones del epididimo, dotandolos de motilidad. Los espermatozoides son recogidos por el
conducto del epididimo, que recorre el cuerpo y cola del mismo. Consta de numerosas asas y
circunvoluciones, donde se almacenan billones de espermatozoides, completando su
maduracion hasta que tenga lugar la eyaculacion (Smith, 1986; Constantinescu, 2001). Desde
este punto, las contracciones peristalticas iran empujando a los espermatozoides hacia el

conducto deferente.

Los conductos deferentes son los encargados de vehicular los espermatozoides hasta la
porcion pelviana de la uretra. Presenta, a lo largo de todo su recorrido, tres trayectos principales:
extraabdominal, intraabdominal y un Gltimo trayecto intrapélvico (Constantinescu, 2001). Camina,
al principio, por la cara medial del testiculo, adyacente al epididimo hasta su incorporacién al
corddn espermatico, ocupando en este Ultimo una posicion craneomedial en el caso de los
rumiantes (Delgadillo, 2005). Posteriormente, a través del canal inguinal, se integra directamente
a la cavidad abdominal para alcanzar el pliegue genital, cruzando medialmente el uréter del lado
correspondiente, iniciando asi la porcién pelviana del conducto (Smith, 1986). A la altura del
cuello de la vejiga se engrosa formando la ampolla, antes de convertirse en conducto eyaculador

€n su unién con la uretra.

2.1.3. CORDON ESPERMATICO

De origen basicamente vascular, se extiende entre el canal inguinal y la extremidad cefélica del
testiculo. Esta constituido por vasos testiculares, los plexos nerviosos y linfaticos y el conducto
deferente. La referencia central corresponde al trayecto de la arteria testicular y sus ramas
terminales. En torno a su trayecto tortuoso y dependiente de la vena testicular, se agrupa un
denso plexo venoso, o plexo pampiniforme, formando una red tupida en el caso de los ungulados
(Garrett, 2001; Delgadillo, 2005).

2.1.4. GLANDULAS ACCESORIAS
Las glandulas accesorias se encuentran localizadas en la pared dorsal de la uretra pelviana, a
cuyo interior vierten su secrecién, dotando al material seminal de las propiedades fisico-quimicas

necesarias para la viabilidad, motilidad y capacitacién fecundante de los espermatozoides
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(Delgadillo, 2005). Las glandulas accesorias son la prostata, las glandulas bulbouretrales y las

glandulas vesiculares.

l. Préstata

Esta glandula accesoria es de emplazamiento retroperitoneal y esta localizada inmediatamente
caudal a las glandulas vesiculares. En el caso de los rumiantes, estd compuesta por el cuerpo de
la préstata, adosado a la pared dorsal de la uretra y de escaso desarrollo, y por una abundante
porcion diseminada presente en la pared uretral (Constantinescu, 2001). La capsula prostatica es
fibromuscular, cuya naturaleza permite, en el momento de la eyaculacion, de la extrusion de las
secreciones a la luz uretral a través de numerosos conductillos prostaticos que desembocan en
la mucosa (Smith, 1986).

Il. Glandulas bulbouretrales

El par de glandulas bulbouretrales (de Cowper) se localizan, en general, sobre la pared dorsal de
la extremidad caudal de la uretra pelviana, relaciondndose con el bulbo del pene (Delgadillo,
2005). Aparecen cubiertas por musculos concretos (bulboesponjoso y bulboglandular)
pertenecientes a la porcion urogenital del periné, muchas de cuyas fibras pueden penetrar entre
los septos conectivos de la glandula (Garrett, 2001). El liquido segregado, lubricante de la
mucosa uretral, es rico en iones fundamentales que ejercen sobre el material seminal una
decidida actividad espermiocinética. Cada cuerpo glandular drena hacia la uretra por su propio y
unico conducto bulboglandular, cuya desembocadura reside en el llamado receso uretral, una
invaginacion dorsal de la mucosa que marca en los rumiantes el comienzo de la porcidn peneana

de la uretra (Constantinescu, 2001).

lll. Glandulas vesiculares

Son dos porciones glandulares asociadas al origen de la porcion pelviana de la uretra y
prolongadas sobre el cuello de la vejiga urinaria, lateral a las ampollas de los conductos
deferentes (Delgadillo, 2005). En el caso del ganado caprino, son muy compactas y de superficie
lobulada, de forma casi esférica, de aspecto nodular y aparecen unidas entre si por una franja de
tejido conectivo no glandular. Los dos conductos excretores atraviesan la prostata antes de
terminar en el coliculo seminal, anexo a la desembocadura ipsilateral del conducto deferente

(Constantinescu, 2001).
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2.1.5. GENITALES EXTERNOS

1. Uretra

La uretra se origina en el cuello de la vejiga de la orina. Su porcién pélvica, envuelta por el
musculo uretral estriado, recibe secreciones de diversas glandulas y las conduce a una segunda
porcion peneana fuera de la cavidad pélvica (Constantinescu, 2001). A este nivel, se le unen
otros dos cuerpos cavernosos para formar el cuerpo del pene, que se proyecta por debajo de la

piel de la pared corporal.

Il. Pene

En todos los mamiferos domésticos, el pene presenta un sustrato vascular de tejido eréctil que
garantiza la turgencia o ereccién necesaria para la protrusion, intromisién y eyaculacion. Este
tejido eréctil (cavernoso y esponjoso) es, ademas, determinante de la forma general y grado de
desarrollo del 6rgano, el cual comprende un tamafio medio en el caso de los rumiantes (Smith,
1986). Por otro lado, la naturaleza fibroelastica del pene de los rumiantes condiciona el tipo de
reflejos eyaculadores (Garrett, 2001). De manera general, podemos distinguir diferentes regiones

de relevancia anatomica: la raiz, el cuerpo y el glande del pene.

La raiz del pene corresponde a su extremo proximal y la forman un par de pilares y el bulbo
del pene. Los primeros representan el origen de los cuerpos cavernosos; el segundo constituye
la expansion globulosa que marca el principio del cuerpo esponjoso del pene. El bulbo del pene
manifiesta una notable protrusién, resultado del especial desarrollo del tejido esponjoso y

también al espesor del musculo bulboesponjoso que lo cubre (Constantinescu, 2001).

El cuerpo del pene es la parte comprendida entre la convergencia de los pilares y el glande,
por lo que su base anatémica se corresponde con los cuerpos cavernosos. Esta especialmente
desarrollado en el caso de los ungulados, al menos en longitud, pues no solo comprende la larga
porcion prepucial, sino también la llamada porcion libre, que se prolonga mas alla de la insercién
del prepucio (Constantinescu, 2001). En el caso de los rumiantes, el cuerpo del pene es largo

pero bastante fino y cilindrico (Smith, 1986).

El glande del pene constituye el ensanchamiento o expansion del cuerpo esponjoso del

extremo distal del cuerpo peneano. En pequefios rumiantes, esta poco desarrollado en virtud de

11
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la escasa cantidad de tejido esponjoso y, como resultado, el glande del pene del macho cabrio
es corto y casi hemisférico (Smith, 1986). Sin embargo, lo mas caracteristico es la gran longitud
del proceso uretral (tejido eréctil); desde la base ventral del glande, se proyecta libremente en

una longitud de 2-3 cm en el macho cabrio (Delgadillo, 2005).

lll. Prepucio
El prepucio es la vaina o envoltura cutdnea que protege a la porcién libre del pene no erecto

(Delgadillo, 2005). La piel del mismo se continta dorsalmente con la de la pared del abdomen y
caudalmente con la del escroto. Cranealmente aparece abierto al exterior por un orificio

prepucial, a través del cual se evagina la porcion libre del pene (Garrett, 2001).

2.2. GAMETOGENESIS EN EL MACHO CABRIO
2.2.1. ESPERMATOGENESIS

La espermatogénesis es el proceso mediante el cual las células germinales indiferenciadas,

asentadas en la base de los tubulos seminiferos, se dividen por mitosis para mantener el mismo
numero de espermatogonias y ciclicamente producir espermatocitos primarios que en su
momento, por meiosis, producen espermatidas haploides, que finalmente se diferencian en
espermatozoides que se liberan en el lumen del tibulo seminiferos (Jonhson, 1991). En la
mayoria de los mamiferos, este proceso se lleva a cabo en los tibulos seminiferos a lo largo de
toda la vida reproductiva del macho; sin embargo, en algunas especies, la espermatogénesis
puede resultar interrumpida o subdividida en una serie de fases, basadas en situaciones
ambientales que se traducen en sefiales hormonales que estimulan o inhiben la

espermatogénesis (Kretser y Kerr, 1994).

En la reproduccion sexual, presente en los animales domésticos, el genoma de las
células reproductoras se mezcla por meiosis para dar origen a una célula genéticamente
diferente. En el ciclo reproductivo sexual, las generaciones de células haploides llevan un juego
sencillo de cromosomas y cuando los genomas de dos células haploides se mezclan y fusionan
dan origen a una célula diploide. Las células proliferan mediante division mitética (fase diploide) y
posteriormente estas células diploides generaran nuevas células haploides mediante el proceso

conocido como meiosis (Alberts y cols., 2002)

12
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2.2.1.1. Fases de la espermatogénesis

|. Espermatocitogénesis
La espermatocitogénesis es la primera fase de la espermatogénesis e involucra a las células
germinales o espermatogonias, localizadas en la capa mas préxima a la base del tubulo

seminifero (Johnson, 1991).

Existen diferentes clasificaciones de estas células, las cuales se basan en el tipo de
coloraciéon que adquiere el nucleo (cromatina). De esta forma, se pueden distinguir 3 tipos de
espermatogonias: la espermatogonia A que tiene un nlcleo con granulaciones finas de
cromatina, la espermatogonia intermedia que se diferencia basicamente por la presencia de finas
placas de cromatina junto a la membrana nuclear y la espermatogonia B que tiene un nicleo con
granulos fuertemente tefiidos préximos a la membrana nuclear (Setchell, 1984; Johnson, 1991;
Kretser y Kerr, 1994). A partir de las espermatogonias B, tiene lugar un proceso de meosis que

terminard por generar los espermatocitos primarios y secundarios.

El proceso de meiosis involucra dos tipos de divisiones celulares: en la primera, que
involucra los espermatocitos primarios, los cromosomas aparecen como pares de cromatidas
(Kretser y Kerr, 1994). Durante esta primera divisién meiotica, en los espermatocitos primarios,
rapidamente se desvanece la membrana nuclear, ocurre la metafase, anafase y la telofase: los
espermatocitos secundarios son el resultado de esta division y contienen un numero haploide de
cromosomas duplicados (Johnson, 1991). Los espermatocitos secundarios permanecen en un
periodo corto de interfase, hasta justo antes de la segunda divisién meidtica, produciendo

espermatidas con un numero haploide de cromosomas (Kretser y Kerr, 1994).

Il. Espermiogénesis

Como continuacién del proceso de espermatocitogénesis, las espermatidas esféricas resultantes
del mismo se transforman en espermatidas maduras, en la Ultima fase de diferenciacion
conocida como espermiogénesis. Este proceso incluye un complejo numero de cambios
conformacionales que consisten basicamente en la pérdida de organulos y citoplasma, quedando
solamente vestigios del Aparato de Golgi (que posteriormente formara el acrosoma),
mitocondrias y centriolos, que permitiran la formacion del espermatozoide maduro. Las etapas

basicas de los cambios metamérficos de los espermatocitos son cuatro:
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- Fase de Golgi: se forman granulos proacrosémicos que convergen posteriormente en un
solo granulo (dentro del aparato de Golgi) y se inicia la formacién de la cola (Kretser y Kerr,
1994).

- Fase de encasquetamiento: en esta fase, el granulo acrosémico se adhiere a la superficie
del nucleo y el flagelo primitivo comienza a alongarse (Kretser y Kerr, 1994).

- Fase acrosomica: en esta fase ocurren cambios en el nucleo, el acrosoma y la cola de las
espermatidas. En su fase final, el acrosoma se condensa y se alarga y hay un desplazamiento
del citoplasma en sentido contrario al nucleo (Ramalho-Santos y cols., 2002).

- Fase de maduracion: en el nucleo, la cromatina se condensa en el nucleo, asi como se
forma una vaina fibrosa alrededor del axonema, cubriéndolo desde el cuello hasta el inicio de la

pieza terminal (Kretser y Kerr, 1994).

lll. Espermiacion

Representa la liberacion de los espermatozoides en el interior de los tubulos seminiferos. Al
desprenderse, los espermatozoides aun conservan pequefios restos de citoplasma, estas
estructuras se conocen como gotas citoplasmaticas. El resto del citoplasma de la espermatida

(cuerpos residuales) es fagocitado por las células de Sertoli (Garner y Hafez, 2000).

2.2.2. MORFOLOGIA DEL ESPERMATOZOIDE
El producto final de la espermatogénesis es una célula altamente especializada, el
espermatozoide. La estructura del espermatozoide maduro estd compuesto por las siguientes

partes: cabeza, cuello y flagelo.

La caracteristica principal de la cabeza del espermatozoide es el nucleo aplanado oval, que
contiene cromatina muy compacta. La cromatina condensada consiste en un complejo formado
por acido desoxirribonucléico (ADN) y proteinas basicas llamadas protaminas espermaticas. Su
contenido de ADN nuclear es haploide; esto es, posee la mitad de cromosomas que el nucleo de

las células somaticas de la misma especie (Johnson, 1991).
El extremo anterior del nucleo espermatico esta cubierto por el acrosoma, un delgado saco

membranoso de doble capa ubicado sobre el nlcleo y que se desarrolla durante las ultimas

etapas de la formacién del espermatozoide. Esta estructura, en forma de casquete, contiene
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acrosina, hialuronidasa y otras enzimas hidroliticas que participan en el proceso de la
fecundacion. El segmento ecuatorial del acrosoma, junto con el segmento anterior de la region
post-acrosémica, son las regiones que se fusionan inicialmente con la membrana del oocito

durante la fecundacion (Dadoune, 1993).

La cola espermatica esta formada por el cuello y los segmentos medio, principal y caudal. El
cuello forma la placa basal que se une a una depresion en el extremo posterior del nicleo. Esta
es continua en sentido posterior, y tiene nueve fibras gruesas que se proyectan hacia atras a
través de la mayor parte de la cola. La region comprendida entre el cuello y el anillo
citoplasmatico es el segmento medio. El centro de este segmento medio, junto con toda la
longitud de la cola, comprende el axonema, el cual se compone de nueve pares de tubulos
dispuestos radialmente alrededor de dos filamentos centrales. El axonema y las fibras densas
asociadas del segmento medio estdn cubiertos por numerosas mitocondrias. La vaina
mitocondrial, dispuesta en un patron helicoidal alrededor de las fibras longitudinales de la cola,

es la fuente de energia necesaria para la motilidad espermética (Dadoune, 1993).

La gota citoplasmatica, que suele desprenderse de los espermatozoides tras la eyaculacion,
estd compuesta de citoplasma residual (Johnson, 1991).. Esta gota citoplasmatica puede
retenerse en la region del cuello, donde se conoce como gota proximal, o cerca del anillo

citoplasmatico, donde se conoce como gota distal.

2.2.3. TRANSPORTE DEL SEMEN

Los espermatozoides provenientes de la rete testis son en su mayoria inmoviles e incapaces de
mostrar un desplazamiento lineal. Por tanto, a su llegada a la cabeza del epididimo, los
espermatozoides son inmaduros. La motilidad progresiva se adquiere gradualmente cuando el
espermatozoide se desplaza a lo largo del epididimo; por lo tanto, el nimero de células méviles
se incrementa en el cuerpo y alcanza su maximo cuando entra a la region de la cola, al mismo
tiempo, el movimiento cambia de vibratorio a un desplazamiento rectilineo (Setchell, 1991;
Yanagimachi, 1994; Gatti y cols., 2004).
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2.3. PRODUCCION SEMINAL EN EL MACHO CABRIO
2.3.1. METODOS Y FRECUENCIA DE RECOGIDA SEMINAL

2.3.1.1. Métodos de extraccion seminal

Cualquier método de recogida seminal deberia garantizar la calidad de los eyaculados recogidos,
no entrafiar peligro ni dolor para el animal y permitir la obtenciéon de volimenes seminales

semejantes a los de la monta natural, evitando tanto la contaminacion como el shock térmico.

Bajo estas caracteristicas, la recogida seminal en macho cabrio suele realizarse mediante
vagina artificial (Ritar y SAlamon, 1982; Greyling y Grobbelaar, 1983) o electroeyaculacion
(Greyling y Grobbelaar, 1983; Loubser y cols., 1983a). Otro método menos extendido de

recogida seminal es mediante puncion, a través de la cola del epididimo (Gilmore y cols., 1998).

La vagina artificial es, hoy en dia, el método mas extendido para la obtencion de semen de
macho cabrio, ya que permite utilizar presiones y temperaturas adecuadas para estimular la
eyaculacion. Existen diversas variedades de vaginas artificiales, pero todas tienen en comdn el
hecho de que proporcionan los estimulos elasticos, mecanicos (presion) y térmicos (temperatura)

primordiales para la ereccién del pene y eyaculacion (Evans y Maxwell, 1987).

De manera general, la vagina artificial consiste en un cilindro rigido externo de
aproximadamente 20 x 5.5 cm de goma fuerte, plastico o cualquier material sintético que tenga
buenas propiedades aislantes; también incluye un cilindro interno de goma flexible de unos 2-3
cm y con una longitud superior al cilindro externo que nos permita reinvertir para formar un
deposito estanco donde introduciremos agua atemperada. En el momento de la recogida
seminal, la temperatura de la cara interna de la vagina artificial no debera ser superior a 40-44°C,
para evitar quemaduras en la mucosa del pene. Finalmente, para conseguir una adecuada
turgencia y presion, se insufla aire para dar la presién adecuada a la vagina. La vagina va unida
a un embudo y a un tubo colector, donde quedara recogido el semen tras el momento del

eyaculado (Ritar y SAlamon, 1982; Greyling y Grobbelaar, 1983).
Para la recogida suele recurrirse a la inmovilizacién de una hembra ovariectomizada (Roca y

cols., 1992a; Pérez y Mateos, 1996), ya que la ausencia de ovarios en la hembra le proporciona

un estado reproductivo constante a lo largo de las sucesivas recogidas. Muchos autores
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practican una estrogenizacion periddica de la hembra mientras se prolonguen los periodos de
recogida seminal (Chemineau, 1986; Pérez y Mateos, 1996). Sin embargo la estrogenizacion
puede restringirse unicamente a las primeras recogidas (Peskovatskov, 1985), cuando los
machos no han adquirido la suficiente confianza como para permitir la cercania del operario
durante la monta. Esta tarea de aprendizaje depende de varios factores como la destreza del
técnico, del temperamento del animal y de su comportamiento sexual (Leboeuf y cols., 2000)

entre otros.

De manera general, el operario se coloca en el lado derecho de la hembra de una forma
tranquila y discreta. En el momento en que el macho sube sobre la hembra, el operario desviara
el pene hacia la vagina artificial para que el macho eyacule dentro. Cuando el semental empuja
para la eyaculacion, el operario permite que la vagina artificial se mueva con el empuje,
manteniéndola alineada con el pene. Una vez se produce la eyaculacién, la vagina que estaba
en posicion horizontal se coloca ahora en posicion vertical y el eyaculado fluye hacia el interior

del tubo graduado (Batista y cols., 2011).

La electroeyaculacion es un mecanismo que nos permite obtener semen de todos los
animales que posean intacta la via neuronal implicada. Sin embargo, la principal limitacién es la
necesidad de someter al animal a un tratamiento de tranquilizacién o incluso anestesia general,
ya que este método puede producir molestias al animal. El electroeyaculador consta de un
vastago (fuente de electrodos) y una fuente de voltaje. El vastago debe introducirse entre 7 y 9
cm en el recto con los electrodos en posicion ventral. Se necesita de unas 3 a 8 series, entre 2y
5 voltios, para lograr un eyaculado, los estimulos se aplican siguiendo un patron de varios
segundos de estimulo seguido de varios segundos de parada. Sin embargo, este método
proporciona eyaculados de peor calidad, con mayor volumen, pero menor concentracion, menor
motilidad y/o menor porcentaje de espermatozoides vivos (Greyling y Grobbelaar, 1983), asi

como peores resultados para la criopreservacion seminal (Jiménez-Rabadan y cols., 2012).
Una tercera forma de recoger semen consiste en la recogida seminal de la cola del

epididimo directamente (Fournier-Delpech y cols., 1979; Gilmore y cols., 1998). Este método es

de gran utilidad en aquellos casos que se precise recoger semen de un macho recién muerto.
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Asimismo, la capacidad fertilizante del semen obtenido de la cabeza del epididimo en ciervo,

dentro de las 24 horas tras su recogida no presenta variacion significativa (Garde y cols., 1998).
Kaabi y cols. (2003) sugieren que, cuando el semen no pueda ser recogido del epididimo
ovino y conservado inmediatamente, se puede conservar el epididimo a 5°C durante 24 horas y

a partir de ahi obtener semen viable.

2.3.1.2. Frecuencia de recogida

Cada especie animal tiene definido un ritmo de recogida, cuya periocidad dependera del grado
de reservas espermaticas, caracteristicas de cada especie, raza e individuo. El macho cabrio es
capaz de soportar severos ritmos de recogida como demuestran los diferentes estudios. Okere y
cols. (1986) no encontraron diferencias significativas entre las caracteristicas del semen recogido
tres veces al dia durante 21 dias consecutivos y el obtenido dos veces por semana durante 5
meses. No obstante, Joseph y Nai (1989) si apreciaron descensos en la concentracion a medida
que el nimero de recogidas se incrementaban de 1 a 3 por dia durante 3 meses; asimismo, Ritar
y cols. (1992) también encontraron un descenso en la concentracion espermatica, al final de un
periodo de 5 dias durante el cual se sometia a los machos a un ritmo de 5 recogidas por dia. Sin
embargo, hay discrepancia en cuanto a si este efecto se acompafia también de un descenso en

el volumen eyaculado y la motilidad (Joseph y Nai, 1989; Ritar y cols., 1992).

En las experiencias de produccion seminal, en las que se pretende que el ritmo de recogida
no ejerza influencia sobre las caracteristicas seminales del macho cabrio, estan indicadas
frecuencias de recogida de 2 o 3 recogidas por semana, porque proporciona una produccion
seminal continua a lo largo de amplios periodos de tiempo (Corteel, 1976, 1981; Roca y cols.,
1992a,b).

Por esta razon, para detectar posibles variaciones estacionales a lo largo del afio, se
adoptan habitualmente estas frecuencias de recogida (Borgohain y cols., 1983; Delgadillo y cols.,
1993), aunque en ocasiones se han empleado frecuencias aun menores (Greyling y Grobbelaar,
1983; Tuli y Holtz, 1995; Pérez y Mateos, 1996).
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2.3.2. FACTORES QUE PUEDEN INFLUIR SOBRE LA PRODUCCION SEMINAL
2.3.2.1. Edad de los machos

La edad de la madurez sexual viene dada por la época de nacimiento, la alimentacion y el peso

del animal. De esta forma, de un macho joven que ha sido bien alimentado y que ha recibido un
manejo adecuado, se puede obtener semen de calidad desde los 7-8 meses de edad. No
obstante, se ha comprobado que la calidad seminal no es muy buena en animales
excesivamente jévenes que, aunque hayan alcanzado la pubertad, no han completado su
madurez reproductiva. No es recomendable la utilizacion de machos menores de 7 meses de
edad, ya que la espermatogénesis aln no estd plenamente desarrollada (Hackett y Wolynetz,
1982).

Un estudio realizado por Salhab y cols. (2003) confirmo que se obtenia semen de buena
calidad a partir de los 11 meses de edad, si bien su calidad se incrementaba por encima de los

14-15 meses de edad.

Por otro lado, a partir de los 4 afios de edad del animal, la produccién seminal y la calidad
del eyaculado comienza a disminuir, dando como resultado un menor porcentaje de fertilidad. No
obstante, es precisamente a esa edad cuando se puede llegar a conocer la valoracién genética

de un macho a través de su descendencia (Leboeuf y cols., 2000)

2.3.2.2. Alimentacion

En el macho cabrio, se ha comprobado (Walkden-Brown y cols., 1994) que un bajo nivel nutritivo

puede reducir la libido, el volumen seminal, la motilidad y vitalidad espermaticas, la

concentracion espermatica e incrementar el porcentaje de morfoanomalias.

En este aspecto, se debe hacer referencia a la nutricion que reciben los animales desde la
etapa fetal hasta que alcanza la madurez sexual y que puede influir en sus rendimientos
reproductivos posteriores. Parece claro, que los limites maximos de los parametros reproductivos
en la especie caprina vienen determinados por el genotipo, de tal manera que la expresion del
potencial genético estd marcadamente condicionado por factores ambientales; entre ellos, la

nutricién ocupa un papel preponderante (Abecia y Forcada, 2001).
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Del mismo modo, diferentes estudios realizados en machos cabrios (Walkden-Brown y
cols., 1994; Martin y Walkden-Brown, 1995) demostraron que una alimentacion de buena calidad
antes del inicio de la estacion reproductiva se traduce en un adelanto de la misma (genera una

mas pronta reactivacion ovarica de las hembras) y un incremento de la produccién seminal.

2.3.2.3. Individuo v raza

Resulta evidente que existe una variabilidad, entre razas y entre individuos, tanto para la calidad
seminal como para el comportamiento sexual. Asi, hay estudios que indican que el
comportamiento sexual de machos y hembras es hereditario en varias especies (Kilgour, 1985;
Stellflug y Berardinelli, 2002). Por otro lado, algunos investigadores consideran que el
comportamiento sexual que precede a la monta es muy caracteristico en ovino y faciimente
medible mediante diversos parametros como la jerarquia social, tiempo de reaccion, eficacia de

la cubricion, calidad seminal y diametro testicular (Folch y Roca, 1979).

Por otro lado, si se han detectado marcadas diferencias en la libido de los machos cabrios
en funcién de la raza involucrada. Por ejemplo, en similares condiciones ambientales y nutritivas,
los machos de la raza Malaguefia presentaban un comportamiento sexual mas intenso y niveles
mas elevados de testosterona que los machos de la raza Verata, tras una exposicion previa a

hembras en celo (Pérez y Mateos, 1996).

2.3.2.4. Variacion estacional de la actividad reproductiva

La existencia de una variacion estacional en la actividad reproductiva en la especie caprina, tanto
en hembras como en machos, se encuentra perfectamente definida. De esta forma, a lo largo del
afio presentan una época de actividad reproductiva activa, y otra época del afio en que esa
actividad es notablemente menor. En el hemisferio norte, la época reproductiva se corresponde
con los meses de junio a diciembre y numerosos estudios confirman que la época de mayor
produccién y/o calidad seminal es en otofio e invierno (Amir y cols., 1986; Karagiannidis y cols.,
2000).

Mandiki y cols. (1998) muestran que esta estacionalidad en el caso del macho se traduce en

un cambio en los patrones de secrecion de las gonadotropinas hipofisarias: hormona foliculo

estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH), asi como la secrecion de testosterona. De esta
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forma, los niveles de secrecion de FSH y la frecuencia pulsatil de LH y testosterona, disminuye
durante la estacion no reproductiva y alcanza sus niveles maximos durante la estacion

reproductiva, que se corresponde con el periodo de fotoperiodo decreciente.

En latitudes subtropicales, existen muchas diferencias en el grado e intensidad de la
estacionalidad reproductiva y su reflejo en una mejor o peor calidad seminal. De esta forma, en
machos Cashmere (Walkden-Brown y cols., 1994) en Australia (29°S), la estacionalidad
reproductiva es moderada y no existe apenas influencia en su produccidn espermatica, mientras
los machos de la raza Angora presentan la mayor actividad sexual en otofio. En las razas
canarias (Islas Canarias, 28 °N), no se observan apenas variaciones estacionales ni en la talla
testicular, ni en la produccion seminal, cualitativa o cuantitativamente; solo durante los meses de
febrero y marzo, se ha observado una disminucién del n°® de espermatozoides/eyaculado, pero

sin importancia significativa (Cabrera y cols., 2005).

2.3.3. CARACTERISTICAS DEL SEMEN EN LA ESPECIE CAPRINA

En el caso del macho cabrio, la eyaculacién se desarrolla de una forma rapida, transcurriendo
unicamente un par de segundos desde el momento en que el macho penetra a la hembra y el
momento en que eyacula, realizando en ese mismo momento un “golpe de rifién”. La
eyaculacion esta integrada por una sola fraccion en la que se obtiene los espermatozoides y los
liquidos seminales procedentes de las glandulas accesorias (bulbouretrales, vesiculares y

prostata).

De manera general, se considera que el semen de macho cabrio presenta un volumen
eyaculado de aproximadamente 1 ml, una concentracién de 3:10° spz/ml y una motilidad del
75%. No obstante, en los siguientes apartados se definen las caracteristicas macro y

microscopicas del semen, asi como los diferentes procedimientos para su valoracién

2.3.2.1. Caracteristicas macroscopicas

El volumen eyaculado que podemos encontrar en las distintas razas varia desde los 0.35-0.5
ml en la Jamnapari (Sinha y cols., 1981), la Malabari (Patil y Raja, 1978) o la Moxoto (Feliciano-
Silva y cols., 1992), hasta los 1.53 de la Saanen (Lima y cols., 1994). En el caso de la raza

Majorera, el volumen medio de cada eyaculado se encuentra en torno a 1.57 ml (Cabrera y cols.,
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2005). El volumen eyaculado se determina habitualmente por lectura directa sobre el tubo

graduado utilizando en la recogida (Daudu, 1984; Karatzas y cols., 1997).

El color del semen de macho cabrio es blanco grisaceo o amarillo, siendo este parametro
mas variable que el observado en semen de carnero (Lebouef y cols., 2000). El color del
eyaculado varia entre uno y otro animal, e incluso entre eyaculados del mismo animal; estas
variaciones parecen obedecer tanto al tipo de nutricién del animal, como a la diferente aportacion
de las glandulas sexuales accesorias (Mendoza y cols., 1989). Al igual que el volumen, el color
del semen se evalla mediante observacion directa en el tubo graduado utilizado para la

recogida.

2.3.3.2. Caracteristicas microscoépicas

La concentracion espermatica estima el recuento total de espermatozoides existentes en el
eyaculado, y se expresa en una unidad de volumen (mm o cm cubicos). La concentracion
espermatica representa uno de los parametros basicos para determinar el mejor
aprovechamiento de la productividad del macho. Resulta fundamental conocer el numero de
espermatozoides presentes en cada eyaculado, para definir el posterior procesado del semen

(refrigeracion, congelacion).

En la concentracién espermatica se han encontrado oscilaciones desde los 0.6-10° esp/ml
en la raza Red Sokoto (Daudu, 1984), hasta los 4.5 x 10° esp/ml de la raza Saanen o los 5.9 x
109 esp/ml registrados en la raza Anglo-nubiana (Lima y cols., 1994). Cabrera y cols. (2005) han

descrito una concentracion espermatica en torno a 3.45 x 10° esp/ml en la raza Majorera.

La concentracion espermatica se determina habitualmente diluyendo el semen 1:200-1:400
en solucién con un 0.5% de eosina o solucion salina formolada, para a continuacién realizar el
recuento mediante hemocitdmetro (Loubser y Van Niekerk, 1983a,b; Daudu, 1984; Chauhan y
Anand, 1990; Ritar y cols., 1992; Tuli y Holtz, 1992, 1994) en microscopio dptico a 10X y 40X. La
principal ventaja de este procedimiento es que muestra un grado aceptable de exactitud y no se
precisa de gran infraestructura, si bien como desventajas se encuentran que es un procedimiento

tedioso y precisa de un periodo relativamente prolongado de tiempo para su estimacion.
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Otra alternativa para determinar el nimero de espermatozoides presentes en un eyaculado
se basa en estimar la concentracion espermatica, en funcidn de la opacidad mostrada por una
muestra de semen. Concretamente, sobre una alicuota del semen, diluida 1:400 en solucién
salina formulada o solucién isotonica de citrato, se estima el grado de absorcion y dispersion de
la luz que producen los espermatozoides mediante un espectrofotometro previamente calibrado

(Memon y cols., 1986; Delgadillo y cols., 1991; Azawi y cols., 1993; Karatzas y cols., 1997).

La motilidad espermatica es el indicador mas valorado al analizar una muestra de semen.
Existe una alta correlacion entre el porcentaje de espermatozides mdviles y la integridad de la
membrana plasmatica, la morfologia espermatica y la fertilidad de los animales (Roca y cols.,
1992a; Pérez y Mateos, 1996; Dorado y cols., 2007). Al determinar la motilidad espermaética de
una muestra, se pretende determinar el porcentaje de espermatozoides que presentan
movimiento, ya sea de forma general o bien cuantificando aquellos espermatozoides que sean

capaces de presentar un movimiento progresivo.

La motilidad espermatica progresiva puede valorarse como el porcentaje de
espermatozoides con movimiento progresivo (Ritar y SAlamon, 1982, 1991 Tuli y cols., 1991;
Roca y cols., 1992a; Pérez y Mateos, 1996; Dorado y cols., 2007). El procedimiento tradicional
para determinar la motilidad espermatica consiste en la observacién visual directa. Esta técnica
de valoracién subjetiva implica la dilucién de una muestra de semen en citrato sédico o PBS,
hasta una concentracion aproximada de 100 x 106 espermatozoides/ml. A continuacion, se
deposita una pequefia gota del semen diluido entre un porta y un cubreobjetos, para generar una
fina pelicula que permita determinar, de forma mas o menos precisa, el nimero de células
moviles presentes en la muestra, e incluso valorar si el tipo de movimiento espermatico es
normal o no. Todo este protocolo se debe realizar a 36-38°C y se procede a observar varios
campos por muestra, utilizando para ello un microscopio 6ptico o de contraste de fases, entre
100-400 aumentos, sin conocer el evaluador la procedencia de la muestra (Daudu, 1984; Memon
y cols., 1985; Deka y Rao, 1986; Chauhan y Anand, 1990; Tuli y Holtz, 1992, 1994, 1995; Ritar
y Ball, 1993; Karatzas y cols., 1997). Algunos autores incluso utilizan un hemocitdmetro para

tratar de ser mas objetivos en la apreciacién (Sinha y cols., 1995).
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Mas recientemente, se han utilizado diferentes sistemas automatizados de analisis
espermatico, que permiten definir de una manera mas objetiva y precisa el porcentaje de
espermatozoides motiles, asi como las caracteristicas del movimiento espermatico (Salvador y
cols., 2006; Dorado y cols., 2007; Batista y cols., 2009, 2011). Estos sistemas permiten
establecer, de un modo muy fiable, correlaciones entre la calidad del movimiento de los

espermatozoides y la capacidad fecundante de los mismos.

Los valores de motilidad progresiva del semen fresco presentan resultados que oscilan
entre un 53% en la Moxoto (Feliciano-Silva y cols., 1992) a un 87% en la Murciano-Granadina
(Roca y cols., 1992a). En el caso de las razas caprinas canarias, la motilidad progresiva media
se encuentra en valores en torno a un 65-80% (Cabrera y cols., 2005; Batista y cols., 2009,
2011).

La vitalidad espermatica o porcentaje de espermatozoides vivos, se determina
habitualmente mediante tincion supravital donde los espermatozoides vivos (con membrana
intacta) no permitiran la entrada del colorante a su citoplasma, y se observaran sin tefiir. Por otro
lado, los espermatozoides que tengan la membrana citoplasmatica dafiada, permitiran la entrada
de la tincién y el espermatozoide adquirira una coloracién determinada. Entre las tinciones
vitales, la técnica mas tradicional es la tincion de eosina-nigrosina, siendo una técnica muy facil y
rapida de realizar, valorandose la extension resultante bajo microscopio a 400-1000 aumentos
(Greyling y Grobbelaar, 1983; Loubser y Van Niekerk, 1983a,b; Karatzas y cols., 1997) y se hace
un recuento de 200 espermatozoides, determinando el porcentaje de espermatozoides con
membrana intacta (células no tefiidas) y el porcentaje de espermatozoides dafiados y/o muertos
(células tefiidas de color rosado). No obstante, el principal inconveniente de esta técnica es que
al tratarse de un colorante hipotonico que se afiade a una muestra en fresco, puede favorecer la
presentacion de morfologias anormales de los espermatozoides, especialmente de la cola
(Lebouef y cols., 2000). Por esta razon, en la mayoria de los laboratorios mas sofisticados de
tecnologia seminal, este procedimiento ya no se utiliza para determinar la vitalidad de las
muestras seminales (Salvador y cols., 2006; Hidalgo y cols., 2007; Batista y cols., 2009), siendo

reemplazados por técnicas mas especificas (hypo-osmotic swelling test, HOST).
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El porcentaje de morfoanoamalias se corresponde con el porcentaje de espermatozoides
que presenten cualquier tipo de alteracidén en las distintas partes que componen esta célula:
cabeza, pieza intermedia y cola. La determinacion de morfoanomalias espermaticas es un
aspecto de importancia fundamental en los procesos de contrastacién seminal, puesto que la
motilidad espermatica y, por tanto, la capacidad fertilizante de los espermatozoides estan

intimamente relacionadas con la morfologia espermatica.

Tradicionalmente, la determinacion del porcentaje de morfoanomalias se realiza mediante la
utilizacion de la tincién de eosina-nigrosina, de manera similar a lo descrito en el procedimiento
de vitalidad espermatica (Loubser y Van Niekerk, 1983; Ali y Mustafa, 1986; Skalet y cols., 1988)
0 mediante la técnica de la “gota gruesa’, fijando la muestra de semen en solucién fosfato
tamponada con glutaraldehido al 2% y a 37°C, para contar a continuaciéon 100-400
espermatozoides bajo microscopio de contraste de fases a 1000 aumentos (Roca y cols.,
1992a,b; Salvador y cols., 2006). Asimismo, otros autores (Paulenz y cols., 2005; Batista y cols.,
2011) utilizan una tincidn especifica denominada Spermac®, que permite distinguir ademas de
las acrosomias, el porcentaje de espermatozides con morfologia anormal. Finalmente, algunos
investigadores (Hidalgo y cols., 2006, 2007; Dorado y cols., 2007) utilizan equipos mas
sofisticados (anélisis computerizado de la morfologia espermatica) para la evaluacion de las

morfoanomalias presentes en el eyaculado.

El porcentaje de morfoanomalias del semen fresco suele situarse por debajo del 10-15%
(Dorado y cols., 2007; Batista y cols., 2009, 2011), mientras que una vez congelado-
descongelado, el porcentaje de espermatozoides con morfologia anormal oscilaba entre un 20 y
un 50% (Singh'y cols., 1995; Hidalgo y cols., 2007; Dorado y cols., 2007; Batista y cols., 2009).

La valoracion del estado del acrosoma presenta un gran interés a la hora de determinar la
calidad seminal de un eyaculado, sobre todos en los procesos de congelacion y descongelacion
seminal, ya que la alteracion y/o separacion del acrosoma antes de tiempo, se relaciona con un
proceso prematuro de capacitacion espermatica y, por tanto, con una efectividad limitada
(Hidalgo y cols., 2006; Dorado y cols., 2007). Entre las diferentes técnicas que se pueden utilizar
para valorar el porcentaje de acrosomas alterados, se encuentran practicamente las mismas

descritas para la valoracién de las morfoanoamalias. De esta forma, se puede utilizar la prueba

25



Revision bibliografica

de la “gota gruesa” (Memon y cols., 1985; Pintado y Pérez, 1992; Pérez y Mateos, 1996),
mediante tincion Giemsa (Singh y cols, 1995) o mediante tincion supravital (Spermac®), en la
que cada porcion del espermatozoide (cabeza, acrosoma, pieza intermedia y cola) toma una
tonalidad diferente, pudiéndose observar de esta forma mas claramente cada una de las partes
(Hidalgo y cols., 2007; Dorado y cols., 2007; Batista y cols., 2009, 2011).

En semen fresco, los porcentajes de acrosomias se situan habitualmente entre un 5-10%
(Hidalgo y cols., 2006; Dorado y cols., 2007; Batista y cols., 2009, 2011), se incrementan
ligeramente en el semen refrigerado (Batista y cols., 2011), y muestran unos valores menos
uniformes en muestras congeladas-descongeladas, con valores que oscilan entre 15y un 50%
(Chang-Yong y cols., 2006; Dorado y cols., 2007; Hidalgo y cols., 2007; Batista y cols. 2011).

2.3.3.3. Caracteristicas bioguimicas

l. Capacidad de endosmésis

Jeyendran y cols. (1984) desarrollaron un sencillo test que determinaba la integridad funcional de
la membrana espermatica y cuyos resultados parecen altamente correlacionados con la fertilidad
del individuo. Este test se denoming test de resistencia osmética 0 HOST (Hipoosmotic Swelling
Test).

La funcionalidad de este test se relaciona con la capacidad de la membrana celular de
permitir el paso selectivo de moléculas a través de ella. Cuando un espermatozoide es expuesto
a condiciones hipoosméticas, el agua entra en un intento de conseguir el equilibrio osmético.
Esta entrada produce un aumento del volumen celular y la membrana plasmatica se expande

drasticamente (Drevius y Eriksson, 1966).

La zona de la cola del espermatozoide parece ser ain mas sensible a este fenomeno,
probablemente porque se encuentra unida de forma mas débil a los filamentos de la cola; de
esta manera, el enroscamiento de la cola indica también la integridad de la membrana de la

cabeza (Jeyendran y cols., 1984).
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El uso del HOST se recomienda como prueba adicional a las pruebas estandar de
contrastacion. Incluso, se ha postulado que al definirse su correlacion significativa con varias de

estas pruebas, podria sustituir a alguna de ellas (Garcia y cols., 1984).

Il. pH

El pH del semen recién eyaculado se encuentra proximo a 7.4, valor préximo al detectado en
otros fluidos organicos. Al reducir el pH seminal, se reduce también el metabolismo energético
de la célula y por tanto su motilidad. EI metabolismo glucolitico del espermatozoide provoca que
el pH intracelular disminuya y el metabolismo celular quede reducido. El acido lactico es principal
metabolito resultante de esta reaccion metabolica y se ha utilizado como indicador de calidad

seminal (Rigau y cols., 1996).

La adicién de sustancias tamponadoras ayudan a limitar este efecto. Con este fin se
pueden utilizar tampones sencillos como bicarbonato o citrato sédico, o bien algunos mas
complejos (TES, HEPES, MOPS, TRIS), que ademas de regular el pH en un rango més amplio,

no son dependientes de la temperatura (SAlamon y Maxwell, 1995; El-Alamy y Foote, 2001)

lll. Osmolaridad

Diversos estudios han llegado a la conclusion que ni la motilidad ni la vitalidad espermaticas se
ven afectadas por la presion osmética en rangos comprendidos entre 250 y 290 mOsm (Fraser y
cols., 2001), mientras que cuando desciende por debajo de los 200 mOsm, se detecta una
significativa reduccion de la motilidad (Gilmore y cols., 1996; Fraser y cols., 2001) Sin embargo,
los diluyentes isoténicos (300mOsm) o ligeramente hiperténicos son los que mejores resultados

han dado en condiciones de utilizaciéon comercial (Meque, 2004).
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2.4. DILUYENTES SEMINALES

Por diluyente entendemos la solucidén acuosa que permite aumentar el volumen del eyaculado

hasta conseguir la concentracion espermatica deseada y que, ademas, es capaz de preservar
las caracteristicas funcionales de las células espermaticas, asi como mantener el nivel de
fertilidad adecuado (Meque, 2004).

De forma natural, los espermatozoides se encuentran englobados el liquido seminal, que
contiene los nutrientes necesarios para que puedan mantener su actividad metabdlica y le
permita avanzar por el tracto genital femenino. Pero, estos nutrientes garantizan una actividad
por un tiempo limitado. Para conservar espermatozoides durante periodos mas prolongados
seria necesario reducir su actividad metabdlica, lo que se consigue mediante la dilucion en un
medio adecuado y reduciendo progresivamente la temperatura, de forma que no produzca shock

térmico a las células seminales (Pursel y cols., 1973).

2.4.1. COMPONENTES BASICOS DE UN DILUYENTE
De manera general, se considera que un buen diluyente debe reunir una serie de propiedades,
entre las que se deberian incluir:
- Aportar nutrientes necesarios para el mantenimiento metabdlico de la célula
espermatica (carbohidratos)
- Controlar el pH del medio (Bicarbonato, TRIS, HEPES)
- Proteger frente al shock térmico por frio (basicamente yema de huevo)
- Controlar la presion osmética (sales, NaCl, KCI)

- Evitar el desarrollo microbiano (antibi6ticos)

2.4.1.1. Fuentes de energia

El espermatozoide tiene capacidad de obtener la energia necesaria para mantener su
metabolismo celular y generar movimientos; este metabolismo tiene lugar basicamente en las
mitocondrias de la pieza intermedia. Existen diversas opiniones sobre cual es el tipo de azlcar
mas conveniente para un diluyente seminal. Valorando la vitalidad espermatica post-
descongelacion, algunos investigadores han elegido la fructosa o glucosa como fuente

energética (SAlamon y Maxwell, 1995) mientras que otros ha usado la galactosa, ribosa o
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trehalosa, aunque los resultados obtenidos no han superado los obtenidos con el uso de glucosa

(Barrios y cols., 2000; Paulenz y cols., 2000).

2.4.1.2. Soluciones tampones v electrolitos

Los espermatozoides y las bacterias contenidas en el semen producen metabolitos como el
acido lactico, por lo que son necesarias las sustancias tampon para su preservacion (El-Alamy y
Foote, 2001). El compuesto Tris (Hidroximetil aminometano) y el citrato sodico proporcionan una

solucion tampdn en los diluyentes que contienen yema de huevo (Gomes y cols., 1984).

Por su parte, los electrolitos son utilizados para regular la presiéon osmética, siendo el
cloruro de potasio y el cloruro de sodio los mas habitualmente utilizados (SAlamon y Maxwell,
1995; El-Alamy y Foote 2001). Los espermatozoides diluidos en medios hiper o hipotdnicos
pueden sufrir turgescencia o plasmolisis de las cabezas, respectivamente. La mayoria de los
diluyentes son hipertdnicos con respecto al plasma seminal, ya que estas diluciones son menos

dafinas que las hipotdnicas.

2.4.1.3. Estabilizadores de membrana

La principal funcion de los estabilizadores de membrana en los diluyentes seminales consiste en
prevenir o retardar las alteraciones no deseadas en la estructura y la funcién de las membranas

de los espermatozoides (Lebouef y cols., 2000).

En 1981, Watson puso de manifiesto la accién protectora de los componentes de la
yema de huevo, afirmando que la lecitina y las lipoproteinas son responsables de la proteccion
frente al choque térmico. Las lipoproteinas de la yema de huevo proporcionan la mejor
proteccion, reduciendo la viscosidad de la membrana plasmatica, aunque la albumina sérica
bovina, la fraccién proteica de la yema de huevo, la caseina, los triglicéridos de la leche y el

colesterol también han mostrado cierta eficacia (Gebauer y cols., 1970)

Asimismo, la porcién proteica que tiene la leche en el diluyente muestra funciones
protectoras (Lebouef y cols., 2000), especialmente la lacto-albimina, que permite la
conservacion de la integridad de la membrana plasmatica y de la motilidad espermatica (Watson,
1995; Ollero y cols., 1998).
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Por tanto, es evdiente que la yema de huevo desempefia una funcidn protectora sobre la
integridad de la membrana espermatica, aunque también puede estar implicada en la
desestabilizacion de la misma. Este fendmeno ha sido observado por algunos investigadores,
que han demostrado que al aumentar su concentracién, aumenta también la frecuencia en el

dafio del acrosoma (Watson y Martin, 1973).

2.4.1.4. Antibidticos

En machos sanos, el tejido testicular y las glandulas accesorias estan libres de carga bacteriana.

No obstante, durante el proceso de recogida seminal, los eyaculados pueden contaminarse
(Byrne y cols., 2000). Esta contaminacién bacteriana puede favorecerse por algunos
componentes de los diluyentes como la glucosa y las temperaturas de conservacién del semen.
Para controlar el crecimiento bacteriano, es necesario afiadir agentes antibiéticos a los

diluyentes.

La contaminaciéon bacteriana en las muestras seminales pueden producir efectos
adversos como disminucion de la motilidad espermatica, aglutinaciones, aumento del porcentaje
de acrosomias y reduccion del pH hasta niveles acidos (5.7-6.4; Althouse y cols., 2000), efectos

todos que reducen el tiempo de conservacion de dichas muestras.

La adiciéon de penicilina y estreptomicina fue en un principio la combinacién mas
utilizada, posteriormente se han utilizado con éxito aminoglicésidos, entre los que se encuentra

la gentamicina, neomicina y kanamicina (Anel y cols., 1998).

2.4.1.5. Aqua
La elaboracion de los diluyentes seminales requiere de la inclusién de agua destinada a la

dilucién de sus diferentes compuestos. El agua debe poseer una serie de caracteristicas
especificas, siendo el agua bidestilada o ultrapura las mas habitualmente utilizadas (Leboeuf y
cols., 2000).
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2.4.2. CLASIFICACION DE LOS DILUYENTES

La preservacion seminal a temperaturas entre 0-5°C o su congelacion implica una reduccion del
metabolismo de los espermatozoides (Leboeuf y cols., 2000) pero no queda totalmente detenido.
Por esta razon, resulta de vital importancia conservar el semen en medios que le aporten
nutrientes, siendo multiples las variedades de diluyentes que se han desarrollado, pudiendo

agruparse en diluyentes naturales y diluyentes sintéticos.

2.4.2.1. Diluyentes naturales

Dentro de los diluyentes naturales, el mas comunmente utilizado es la leche de vaca, bien
entera, desnatada o en polvo para reconstituir. Con independencia de la presentacion, debe ser
calentada previamente a 92-95°C al bafio Maria, para de esta forma inactivar la fraccion proteica

que podria resultar toxica para los espermatozoides (Evans y Maxwell, 1987).
Con el mismo fin pueden ser usadas las leches vegetales, como las de frutos secos
(almendras, nueces, sésamo; Sabate, 2003) o legumbres, que pueden ser un sustituto igual de

valido que la leche de vaca.

2.4.2.2. Diluyentes sintéticos

Los diluyentes sintéticos se caracterizan por contener amortiguadores como Tris o citrato,
glucosa o fructosa como fuente de energia y yema de huevo para proteger la membrana del
espermatozoide contra los bruscos cambios de temperatura (Evans y Maxwell, 1987). Los mas

habitualmente utilizados son aquellos a base de:

- Diluyente yema de huevo-tris-fructosa

- Diluyente yema de huevo-glucosa-citrato
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2.5. CONSERVACION DEL SEMEN CAPRINO
2.5.1. SEMEN FRESCO

El almacenamiento del semen caprino conlleva un dafio ultraestructural, bioquimico y funcional,

en especial el conservado a temperaturas de congelacion. Un problema especifico para la
conservacién de semen caprino ha sido el detrimento que produce el plasma seminal en la
viabilidad de los espermatozoides, especificamente cuando se conserva en un medio a base de
yema de huevo o de leche (Iritani y cols., 1961). Las glandulas bulbouretrales secretan una
enzima (lipasa) que interacciona con los constituyentes de la leche o la yema de huevo,

provocando una intensa inhibicion de la motilidad espermatica (Leboeuf y cols., 2000).

Por esta razon, si el semen va a ser procesado (refrigeracion y/o congelacion) y requiere
la adicién de diluyentes que contengan yema de huevo o leche, es necesario retirar el plasma
seminal presente en el eyaculado, mediante el lavado de los espermatozoides, justo tras su
recogida (Pellicer, 1995). Mediante este proceso, conseguimos aumentar la vitalidad y la
motilidad de los espermatozoides durante su almacenamiento en medios a base de yema de
huevo o de leche (Corteel, 1975; Leboeufy cols., 2000).

Los eyaculados obtenidos en la estacién reproductiva contienen mayor cantidad de
plasma seminal que los obtenidos durante la estacién no reproductiva, y se observa una
correlacion negativa entre el volumen de plasma seminal en el eyaculado y el porcentaje de

células mdviles tras la conservacion del mismo (Corteel, 1981).

En relacion con el lavado, hay que sefialar que se trata de un proceso complejo y lento, y
también provoca una cierta pérdida de espermatozoides (Corteel, 1981). Ademas, no parece
mejorar la fertilidad de los espermatozoides en razas caprinas de leche (Corteel, 1975) ni de lana
(Ritar y SAlamon, 1983).

Por otro lado, la viabilidad del semen conservado a temperaturas de 20-25°C, en
diluyentes a base de leche (Paulenz y cols., 2005; Salvador y cols., 2006; Mara y cols., 2007)
presenta valores inferiores al 50% tras 12 horas de conservacion, alcanzando valores mas bajos
(que podrian limitar su aplicabilidad en condiciones de campo) tras 24 horas de preservacion a

temperatura ambiente.
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2.5.2. SEMEN REFRIGERADO

El semen caprino se ha conservado a temperaturas de refrigeracion que oscilan entre 2'y 15°C,
pero sobre todo se ha evaluado entre 4-5°C (Leboeuf y cols., 2000). Se han testado numeros
diluyentes, cara a definir in vitro la viabilidad y longevidad del semen, asi como la fertilidad

asociada.

De esta forma, se han evaluado diluyentes a base de citrato de sodio-yema de huevo,
citrato de sodio-fructosa-yema de huevo, con leche entera, desnatada, o reconstituida, con o sin
yema de huevo, CUE (Universidad Cornell Extender), Spermasol, Neoseminan,, entre otros

muchos (Leboeuf y cols., 2000).

La fertilidad y vitalidad de los espermatozoides conservados a temperatura de
refrigeracion, en los diluyentes ya mencionados, durante 5 a 72 horas (Roca y cols., 1997;
Leboeuf y cols., 2000; Paulenz y cols., 2005; Salvador y cols., 2006), muestran una gran
variabilidad. La elevada variabilidad que se detecta en la viabilidad espermatica del semen
conservado como semen refrigerado, puede deberse a que la mayoria de los investigadores
utilizan semen sin lavar. En consecuencia, las interacciones que el plasma seminal experimenta
con la yema de huevo y los constituyentes de la leche presente en los diluyentes, puede terminar
generando esa disminucién de la viabilidad espermatica, sobre todo cuanto mas se prolongue

esa interaccion.

Lla mayoria de los resultados descritos para viabilidad y fertilidad de espermatozoides no
lavados, conservados en refrigeracion durante 5-8 horas son satisfactorios, pero periodos de
almacenamiento superiores (por encima de 12-24 horas) muestran una reduccion de la fertilidad
(Leboeufy cols., 2000; Paulenz y cols., 2005; Salvador y cols., 2006).
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2.5.3. SEMEN CONGELADO

La congelacion del semen es una herramienta que nos permite distribuir la calidad genética de
un macho en el espacio y en el tiempo. No obstante, durante el proceso de congelacion seminal,
los espermatozoides se ven expuestos a multiples agresiones fisico-quimicas que perjudican su

integridad, disminuyendo considerablemente la fertilidad del semen.

2.5.3.1. Contrastacion y seleccion de eyaculados

En el proceso de congelacion seminal, es muy importante la fase de contrastacion, ya que nos
va a permitir seleccionar los eyaculados con mejor calidad y descartar aquellas muestras que no
muestren unas caracteristicas minimas de calidad, ya que la supervivencia posterior a la

congelacién va a depender en gran medida de estos factores.

De manera general, las caracteristicas seminales valoradas habitualmente antes de
proceder a su crioconservacion incluyen el volumen eyaculado, color, concentracidn
espermatica, motilidad masal, motilidad progresiva o individual, porcentaje de espermatozoides
vivos, acrosomias y anomalias morfolégicas (Memon y cols., 1985; Tuli y Holtz, 1994, 1995;
Singh y cols., 1995; Karatzas y cols., 1997).

La mayoria de los autores consideran no aptos para la congelacion, aquellos eyaculados
con menos de 2.2-3.3 x109 esp/ml (Memon y cols., 1985; Ritar y SAlamon, 1991; Ritar y Ball,
1993), una motilidad masal inferior a 3 0 4 (Tuli y Holtz, 1992, 1994; Sinha y cols., 1995), una
motilidad individual progresiva menor de un 70-80% (Memon y cols., 1985; Ritar y SAlamon,
1991), un porcentaje de espermatozoides vivos inferior al 80% (Ritar y Ball, 1993) y/o un

porcentaje de acrosomas normales por debajo del 80% (Pintado y Pérez, 1992)

2.5.3.2. Proceso y tasa de dilucion

En los programas de inseminacio6n artificial, la dilucion del semen es un factor determinante en la
calidad y aprovechamiento del eyaculado, de lo cual depende el nimero y concentracion de las

dosis seminales obtenidas por donante.

Para obtener una buena fertilidad en caprino, la dosis necesaria de espermatozoides se

sitia en torno a los 200-300 millones. Partiendo de esto, muchos autores diluyen el semen lo
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suficiente para conseguir concentraciones que rondan los 400-600 x 108 esp/ml, en funcién del

volumen eyaculado y la concentracion inicial de éste (Memon y cols., 1985).

Sin embargo, otros autores emplean tasas de dilucién constantes tras una verificacion
minima de calidad, acelerando asi todo el proceso (Chauhan y Anad, 1990; Sinha y cols., 1995).
Las tasas de dilucion empleadas oscilan entre 1:2 y 1:30 (Chauhan y Anad, 1990; Ritar y cols.,
1990; Tuli y Holtz, 1992). Ritar y Ball (1993) comprobaron mejores resultados con una tasa de
dilucién 1:2 frente a 1:0.5 0 1:1, pero Ritar y cols. (1990) no encontraron diferencia alguna entre

emplear tasas de dilucion de 1:2 0 1:3.

Existen varios protocolos para realizar la dilucién de los eyaculados. Muchos autores
prefieren realizar una primera diluciéon que no incluya la fraccion glicerolada del diluyente, con el
fin de obtener una aclimatacion progresiva de la célula al medio hiperosmaético que supone el
medio glicerolado, evitando asi la deshidratacién celular (Tuli y Holtz, 1994). La adicion de la
fraccion glicerolada se realiza posteriormente a temperaturas de refrigeracion (Deja y Rao, 1986;
Pintado y Pérez, 1992; Soderquist y cols., 1997). No obstante, existen evidencias que la adicion
del glicerol a 5°C no parece mostrar ventajas sobre la adicion de la fraccion glicerolada a 25-
30°C (SAlamon y Ritar, 1982; Tuli y Holtz, 1994; Leboeuf y cols., 2000). De hecho, muchos
trabajos recientes realizan una primera dilucién a temperatura ambiente, que no incluye glicerol y
transcurrido un periodo no superior a 10-15 minutos tras esa primera dilucion, se afiade la
fraccion glicerolada también a temperatura ambiente (Cabrera y cols., 2005; Dorado y cols.,
2009, 2010; Batista y cols., 2011, 2012). En cualquier caso, independientemente de la
temperatura a la que se afiada la fraccion rica en glicerol, la mayoria de autores adicionan el
diluyente glicerolado, en 2-3 pasos, con 10 minutos de intervalo entre fases, para favorecer la
adaptacion progresiva de los espermatozoides al medio con glicerol (Corteel 1980; Leboeuf y
cols., 2000; Cabrera y cols., 2005).

2.5.3.3. Periodo de equilibrado

Tras la pertinente dilucion (con su fraccion glicerolada) y descenso de la temperatura de los

eyaculados, el semen se mantiene a una temperatura constante de 4-5°C durante un periodo
comprendido entre 2 y 6 horas, para permitir la reestructuracion imprescindible de las

membranas y dotar asi a la célula de mayor resistencia frente a la congelacion.
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En las especies bovina y ovina, se recomienda equilibrar el semen de 1 a 5 horas a 5°C
(Fiser y cols., 1984, 1986; Gillan y cols., 1997; Soderquist y cols., 1997), puesto que tiempos
superiores a 5 horas resultan ser menos favorables que tiempos mas breves. En la especie
caprina, se han propuestos diferentes periodos de equilibrado previos a los procedimientos de
congelacion seminal. Deka y Rao (1986) ya proponian varios periodos de equilibrado (1, 3, 5
horas) y distintas concentraciones de glicerol, con mayores valores de calidad post-congelacion
en aquellas muestras equilibradas durante 5 horas. Existen autores que prefieren realizar un
equilibrado en dos fases, que incluye un enfriamiento lento y progresivo, desde temperatura
ambiente hasta los 4-5°C, y entonces mantener esta temperatura durante 2-3 horas mas
(Cabrera y cols., 2005; Batista y cols., 2012; Jiménez-Rabadan y cols., 2012). Otros autores
prefieren, una vez completado el proceso de dilucién, un periodo de equilibracion de hasta 5
horas a 5°C, antes de proceder al proceso de congelacion seminal (Hidalgo y cols., 2007;
Dorado y cols., 2010). Menos frecuentemente, el semen diluido (sin glicerol) es enfriado
directamente desde 37°C o temperatura ambiente (20-25°C) hasta los 4-5°C durante un periodo
de 2.5 horas, para posteriormente adicionarle el diluyente de congelacién (rico en glicerol) y ser
equilibrado durante 30 minutos, antes de ser sometido a vapores de nitrégeno liquido (Memon y
cols., 2011).

2.5.3.4. Métodos de envasado

Existen diferentes posibilidades para el envasado de las dosis seminales, si bien se pueden

destacar basicamente el envasado en forma de pellets y el envasado en pajuelas.

El método de envasado en pellets fue disefiado por SAlamon (1971). Consiste en
pipetear de 0.1 a 0.3 ml de semen diluido y refrigerado a 4°C y depositarlo en agujeros hechos
sobre la superficie de bloques de hielo carbdnico (-79°C), para a continuacién, almacenarlos en
nitrdgeno liquido. No obstante, el método mas utilizado para el envasado del semen congelado
son las pajuelas (0.25 y 0.50 ml) por su facil identificacion, manipulacién, almacenamiento y
descongelacion (Hidalgo y cols., 2006; Jiménez-Rabadan y cols., 2012). Aunque existen
diferentes opciones respecto a la concentracién final de espermatozoides presentes en la
pajuela, la mayoria de los autores suelen preferir trabajar con unas concentraciones finales entre
300-400 x 108 espermatozoides/ml (Gacitua y cols., 2005; Batista y cols., 2012).
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Se han realizado diferentes experiencias que comparaban la calidad seminal post-
descongelacion, en funcion del tipo de envasado utilizado. Los resultados no muestran
resultados concluyentes; Maxwell y cols. (1995) concluyen que la fertilidad era mayor tras
realizar inseminaciones con semen crio-conservado en pellets, en comparacion con las muestras
conservadas en pajuelas. No obstante, otros autores obtuvieron mejores resultados tras realizar
inseminacidn con semen conservado en pajuelas (Bag y cols., 2004), mientras otros estudios no
encontraron diferencias significativas tras realizar inseminacion artificial con semen conservado

mediante ambos métodos (Byrne y cols., 2000).

2.5.3.5. Congelacion en nitrégeno liquido

Una vez que ha concluido el periodo de equilibrado, el procedimiento de congelacién seminal se
inicia sometiendo las muestras a vapores de nitrogeno liquido, durante un periodo de tiempo
determinado. De manera habitual, las pajuelas se disponen horizontalmente, sobre una rampa o
estante de metal extraible que se introduce en una caja de poliestireno con nitrégeno liquido en
su interior; de esta forma, las pajuelas quedan a una distancia entre 4 y 8 cm de la superficie del
nitrégeno liquido, permitiendo que los vapores de nitrégeno, cuya temperatura oscila entre
—-120°C y — 130°C, actuen sobre las dosis seminales (Tuli y Holtz., 1994; 1995; Cabrera y cols.,
2005; Hidalgo y cols., 2007). El tiempo que las muestras seminales deben permanecer bajo los
efectos de los vapores depende de las dimensiones de la caja, pero, de manera general, se
encuentra entre 10 y 20 minutos (Karatzas y cols., 1997; Cabrera y cols., 2005; Batista y cols.,
2009; Dorado y cols., 2009). Una vez trascurrido este periodo de tiempo, las muestras se
sumergen en nitrégeno liquido a —196°C, donde permanecen almacenadas hasta el momento de

su utilizacion (Lebouefy cols., 2000).

Otros trabajos reportan la utilizacién de maquinas automatizadas de congelacion, que
someten a las pajuelas a un descenso programado de la temperatura y que facilitan el manejo de
las muestras; no obstante, mantienen una primera fase de disminucion lenta de temperatura,
para posteriormente introducir las pajuelas en nitrégeno liquido (Arav y cols., 2002; Gacitua y
Arav, 2005)

El objetivo final de preservar el semen mediante congelacion consiste en descender la

temperatura del espermatozoide, con el fin de ralentizar su metabolismo hasta casi detenerse y
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por tanto prolongar su viabilidad de manera indefinida. No obstante, incluso a temperaturas tan
bajas como -196°C, se mantiene cierta actividad metabélica. De esta manera, Ritar y SAlamon
(1991) ya observaron una pérdida de motilidad durante la conservacion del semen caprino en
nitrégeno liquido durante un periodo de 6 meses, con independencia de si el semen habia sido
lavado 0 no antes del proceso de congelacion. Deka y Rao (1986) detectaron también un
aumento significativo de las anormalidades esperméticas hasta los 12 meses de crio-

preservacion.

2.5.3.6. Congelacion en ultracongeladores

Desde hace casi una década, se han realizado diferentes trabajos que han propuesto utilizar
ultracongeladores de -152°C para la preservacion de muestras seminales, tanto en la especie
canina como en la especie caprina (Medrano y cols., 2002; Alamo y cols., 2005; Batista y cols.,
2006, 2009).

En estos protocolos, una vez transcurrido el correspondiente periodo de equilibrado, las
muestras seminales pueden ser congeladas directamente en los ultra-congeladores, sin
necesidad de ser sometidas a vapores de nitrégeno liquido (Medrano y cols., 2002; Alamo y
cols., 2005; Batista y cols., 2006). La curva de congelacién presentaba un descenso lento de
temperatura (-5°C/minuto), desde 5°C a -10°C, seguido de un descenso rapido (- 25°C/minuto)
desde — 10°C hasta — 100°C y, a partir de esta temperatura, una velocidad de congelacién de
-10°C/minuto desde — 100°C hasta — 150°C (Alamo y cols., 2006; Batista y cols., 2006).
Asimismo, se ha definido estrictamente (Medrano y cols., 2002) la influencia de la apertura
repetida de la puerta del ultra-congelador sobre la temperatura de las muestras seminales, asi
como el tiempo maximo que se puede trabajar de manera efectiva, sin que la temperatura del

ultra-congelador disminuya por debajo de — 130°C (temperatura critica de recristalizacion).

Los resultados de los diferentes estudios han permitido validar la eficacia de los ultra-
congeladores de — 152°C como técnica alternativa al nitrégeno liquido para la criopreservacion
de las muestras seminales, que mantienen unos parametros de calidad similares a los obtenidos
con nitrégeno liquido, tanto en la especie canina como en la especie caprina (Medrano y cols.,
2002; Alamo y cols., 2005; Batista y cols., 2006).

38



Revision bibliografica

2.5.3.7. Transporte de semen congelado

El transporte del semen congelado se suele realizar mediante la utilizacion de crio-contenedores
de nitrdgeno liquido, que presentan una autonomia variable en funcién del recipiente, pero que
no modifican las condiciones de temperatura de preservacion (Hendricks y cols., 2010). De esta
forma, los criocontenedores de nitrgeno liquido son el procedimiento de eleccion para el
traslado de muestras seminales, tanto en transporte terrestre, como en transporte maritimo. No
obstante, en los ultimos afios, el traslado aéreo de crio-contendedores conteniendo nitrégeno
liquido se encuentra sujeto a regulacion como material peligroso y, en consecuencia, el
transporte aéreo de muestras congeladas de semen precisa de otras alternativas (Bielanski,

2005a), como son los criocontenedores de transporte seco.

Los criocontendedores de transporte seco (dry-shippers) presentan una camara de
almacenamiento (recubierta de una material hidrofébico absorbente) que permite mantener una
fase de vapor de aproximadamente -150 a -160°C (Bielanski, 2005a,b; Hendricks y cols., 2010).
Esta temperatura puede ser conservada, sin necesidad de afadir cantidades adicionales de
nitrégeno liquido, entre 3 y 7 dias, dependiendo del tipo de recipiente y el tipo de dosis seminal
conservada (Bielanski, 2005a,b; Nascimento y cols., 2010). Este tipo de contenedores limitan los

riesgos asociados a la presencia de nitrogeno liquido (Hendricks y cols., 2010) y constituyen el

procedimiento permitido por la IATA (International Air Transport Association) para el transporte

de muestras bioldgicas que precisan ser conservadas a muy bajas temperaturas.
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2.5.4. DESCONGELACION Y CONTRASTACION SEMINAL POST-DESCONGELACION

2.5.4.1. Procedimiento

Tradicionalmente, la descongelacién del semen se realiza en bafio Maria, a temperaturas de 30-
40°C durante 10-120 segundos (Corteel, 1975; Ritar y SAlamon 1991; Sinha y cols., 1995;

Dorado y cols., 2007), con ventajas frente a la descongelacion a temperatura ambiente 0 a 5°C.
En algunos trabajos se ha obtenido mejor calidad seminal con mayores velocidades de
descongelacion, comprendiendo temperaturas del orden de 55-70°C durante 7 segundos (Tuli y

cols., 1991).

2.5.4.2. Contrastacion del semen congelado-descongelado

A la hora de evaluar el semen congelado y descongelado, el factor mas estudiado es la
motilidad, seguida por el porcentaje de acrosomias, la resistencia osmoética, el porcentaje de
espermatozoides vivos, porcentaje de anormalidades espermaticas, actividad enzimatica

intracelular o extracelular y, finalmente, otras como la aglutinacion o penetracion de ovocitos.

La motilidad suele valorarse de forma similar a como se ha descrito para el semen

fresco, pero con menores tasas de dilucion (Tuliy cols., 1991).

Tras congelar y descongelar semen, la calidad del movimiento espermatico se ve muy
deteriorada. En el caso del semen de caprino, la calidad del semen descongelado suele quedar
muy reducida comparada con la del mismo semen antes de ser congelado, con valores de
motilidad desde el 20-30% (Corteel,1981) al 60-70% (Delgadillo y cols, 1991; Batista y cols.,
2011), siendo lo mas habitual encontrarla entre un 30 y un 60% (Sinha y cols., 1995; Hidalgo y
cols., 2007; Dorado y cols., 2009)

Con respecto al porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales, se
suele determinar también mediante tincion supravital (Loubser y Van Niekerk, 1983; Ali y
Mustafa, 1986; Skalet y cols., 1988) o la técnica de la “gota gruesa”, fijando la muestra de semen
en solucion de fosfato tamponada y glutaraldehido al 2% y a 37°C. A continuacién, se realiza un
recuento de 100-400 espermatozoides bajo el microscopio de contraste de fases a 1000

aumentos (Roca y cols., 1992a,b; Pérez y Mateos, 1996). Otros estudios utilizan la tincién
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Spermac® para valorar el grado de espermatozides anormales (Batista y cols., 2011), con una
eficacia similar. Tras la descongelacion, los valores medios de espermatozoides con
morfoanomalias son muy variables, con valores que oscilan entre un 5y un 25% (Singh y cols.,
1995; Dorado y cols., 2007; Batista y cols., 2009, 2011).

El porcentaje de espermatozoides con acrosoma normal se determina mediante la
prueba de la “gota gruesa”, valorando un nimero medio entre 100 y 200 espermatozoides
(Memon vy cols., 1985; Roca y cols., 1992b; Pérez y Mateos 1996), mediante tincion Giemsa
(Deka y Rao, 1986, Singh y cols., 1995), o bien mediante la tincién Spermac® (Batista y cols.,
2009, 2011). El porcentaje de acrosomas intactos en el semen descongelado varia segun la
literatura entre el 30 y el 40% (Dunner, 1993), incrementandose al 40-70% (Memon y cols.,
1985; Batista y cols., 2009), mientras otros autores obtienen valores de un 70-90% de

acrosomas normales (Sinha y cols., 1995; Batista y cols., 2011).

El porcentaje de endésmosis positiva se determina diluyendo una gota de semen (unos
50 ul) en 1 ml de una solucién de citrato trisédico (1g/100ml) y fijando la muestra en
glutaraldehido para observarla mediante microscopio de contraste de fases (Dunner y Vazquez,
1991).

La mayoria de los autores (Corteel, 1980, Singh y cols., 1995, Karatzas y cols., 1997)

descartan para inseminacion aquellas dosis que muestran valores de espermatozoides moviles

inferior al 30-45% y/o la puntuacién en motilidad menor de 3 (puntuando de 0 a 5).
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2.6. ANATOMIA DEL APARATO REPRODUCTOR FEMENINO EN LA ESPECIE CAPRINA

Los organos del aparato reproductor femenino incluyen ovarios, oviductos, el utero, cuello

uterino, la vagina y los genitales externos (Delgadillo, 2005).

2.6.1. OVARIOS Y OVIDUCTOS

Existe una intima relacion anatémica entre el ovario y el oviducto. En los rumiantes domésticos,
el ovario se encuentra en una bolsa ovarica abierta, la cual consiste en un delgado pliegue
peritoneal del mesosalpinx, que esta unido a un asa suspendida en la porcion superior del

oviducto (Lyngset, 1968a).

El tamafio de los ovarios varia notablemente dependiendo de los estados de reposo o
actividad sexual y también del momento del ciclo estral (fase folicular/fase luteal) en que se
encuentre la hembra (Delgadillo, 2005). De manera general, los ovarios son alongados, planos,

con un tamafio medio de 2-3 cm x 2-2.5 cm (Lyngset,1986; Garrett, 2001).

Los oviductos son unos conductos estrechos, sinuosos, de naturaleza
musculomembranosa, que siempre se localizan adyacentes al ovario correspondiente
(Delgadillo, 2005). Representa la estructura responsable de la captacion del 6vulo (mediante un
ensanchamiento a modo de embudo denominado infundibulo), asi como constituye la region
donde se produce la fecundacion y las primeras fases de desarrollo del embrion, antes de que

desemboque en el Utero, a través de la extremidad istmica del oviducto (Smith, 1980).

2.6.2. UTERO

El Utero, en el caso de los rumiantes, se encuentra casi enteramente dentro de la cavidad
abdominal (Constantinescu, 2001). El cuerpo del Utero es relativamente corto y su longitud no
suele ser superior a 2 cm de largo. Los cuernos uterinos tienen de 10 a 12 cm de largo y estan
dispuestos de forma que, en su union con las trompas uterinas, no existe una distincion clara
entre ellos. Forman una espiral cerrada de 2.5 cm 0 mas y sus extremos caudales aparecen
unidos (Lyngset,1986; Smith, 1986).

La cubierta muscular del Utero (miometrio) estd formada por una capa longitudinal

externa y dos estratos circulares. La mucosa (endometrio) de los cuernos y cuerpo presentan,
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como hecho caracteristico, las carinculas uterinas que son prominencias ovales, distribuidas

irregularmente sobre la superficie uterina (Delgadillo, 2005).

2.6.3. CUELLO UTERINO

El cuello del utero es una estructura parecida a un esfinter que se proyecta caudalmente hacia el
interior de la vagina. Se caracteriza por presentar una pared gruesa y una luz estrecha (Smith,
1986). En los rumiantes, presenta unas prominencias con forma de bordes transversales o
alternados en espiral que se conocen como anillos cervicales, cuya funcién es cerrar
completamente el cuello del utero (Constantinescu, 2001). El orificio uterino externo se halla en

la parte ventral de la vagina.

Esta estructura anatomica se encuentra perfectamente cerrada, excepto durante el estro,
cuando se relaja ligeramente y permite la entrada de los espermatozoides en el Utero (Lyngset,
1968a).

2.6.4. VAGINA

Es el drgano tubular que, como continuacién del Utero, se extiende longitudinalmente por la
cavidad pelviana, interpuesto entre el recto dorsalmente y el cuello de la vejiga y uretra
centralmente (Garrett, 2001). En el caso de los pequefios rumiantes tiene una longitud
aproximada de 10 a 15 centimetros de largo (Delgadillo, 2005). Solo el tercio craneal aparece
englobado por el peritoneo, ya que hasta aqui se prolonga caudalmente el mesometrio,

quedando los dos tercios restantes en posicion retroperitoneal (envueltos en tunica adventicia).

La parte mas craneal del interior del 6rgano corresponde al fornix vaginal, o sea, a la
hendidura circular que circunscribe la porcién vaginal del cuello uterino. Este fornix presenta gran

numero de rugosidades vaginales en el caso de los rumiantes (Smith, 1986).

2.6.5. GENITALES EXTERNOS
El vestibulo, los labios mayores, labios menores, el clitoris y las glandulas vestibulares

constituyen los genitales externos (Constantinescu, 2001).
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El vestibulo vaginal es corto, de unos 2.5 a 3 cm de longitud. Las glandulas vestibulares
mayores son inconstantes en el caso de los pequefios rumiantes (Smith, 1986). Cuando existen
pueden tener el tamafio de un guisante en la oveja y no encontrarse presentes en la cabra. En el
vestibulo vaginal se produce la desembocadura de la uretra, representando por tanto un area

anatomica comun de los aparatos genital y urinario (Smith, 1980; Garrett, 2001).

La comisura ventral del vestibulo oculta el clitoris, que esta compuesto de tejido eréctil
cubierto de epitelio escamoso estratificado, con abundantes terminaciones nerviosas
sensoriales. Es corto en el caso de los pequefios rumiantes y las glandulas estan ocultas por la
fosa clitoridiana (Smith, 1986).

El integumento de los labios mayores esta ricamente poblado por glandulas sebaceas vy
tubulares. Contiene depésito de grasa, tejido elastico y una capa delgada de musculo liso; en su
superficie exterior tiene la misma estructura que la piel externa. Los labios menores tienen un
nucleo de tejido conectivo esponjoso; la unién de los labios termina constituyendo la hendidura

vulvar que aparece mas abierta dorsalmente (Garrett, 2001).

2.7.EL CICLO ESTRAL EN LA CABRA

2.7.1. ESTACIONALIDAD

Los animales de la especie caprina, desde el punto de vista reproductivo, se definen como
animales poliéstricos estacionales, es decir, presentan una época de actividad reproductiva
caracterizada por la aparicion de ciclos sucesivos y un periodo de reposo sexual, denominado
anoestro estacional. Por otro lado, hay razas sin una definicién clara de la estacionalidad,

localizadas principalmente en regiones ecuatoriales.

La estacionalidad esta basicamente regida por el fotoperiodo. La respuesta reproductiva
al fotoperiodo esta mediada por la glandula pineal a través de la secrecion de melatonina; esta
secrecion es alta durante la noche y baja durante el dia (Maeda y cols., 1984). En los dias largos
existe menor secrecion de melatonina, mientras en dias cortos se genera una mas prolongada
secrecion de melatonina. En el hemisferio norte, el periodo reproductivo comienza con el
solsticio de verano, que es cuando comienza el fotoperiodo decreciente y dura hasta el solsticio

de invierno, cuando comienza el fotoperiodo creciente (Shelton, 1978). De esta forma, en
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latitudes templadas, la mayor parte de las cabras son anovulatorias y no presentan celos durante
primavera y verano (Febrero-Agosto), pero comienzan a ciclar cuando la duracion del dia
disminuye. Conforme las noches se alargan, el incremento en la duracion de la secrecion de
melatonina parece que estimula una respuesta endocrina que genera el inicio de la estacion

reproductiva y el estro en las hembras.

En las zonas tropicales, donde hay menor variaciéon de la duracién del dia, las cabras
tienden a reproducirse todo el afo, presentando en todo caso, un anoestro breve y poco intenso
(Tielgy y cols., 1982).

2.7.2. PUBERTAD
Las cabras tienden a alcanzar la pubertad entre los 6 y los 8 meses de edad, si bien existen
notables variaciones en funcién de la raza, alimentacion, peso corporal y momento del

nacimiento.

Las cabras europeas con una correcta alimentacion alcanzan la pubertad a los 6-7 meses, si
bien no es conveniente cubrir a los animales hasta que hayan alcanzado un minimo del 60% de
Su peso adulto, para conseguir una mejor tasa de fertilidad y no comprometer su futuro

reproductivo (Pineda, 1989).

El momento de nacimiento tiene influencia sobre la apariciéon de la pubertad. De esta
manera, en razas de latitudes templadas, aquellas cabras que nacen en primavera pueden
alcanzar la pubertad a los 6-7 meses, puesto que cuando alcanzan la edad y el peso adecuados,
ya se encuentran en plena estacion reproductiva. Sin embargo, los animales nacidos en otofio,
pueden no alcanzar la pubertad hasta los 10-12 meses de edad, puesto que cuando adquieren la

edad y el peso adecuado de la pubertad, se encuentran en anoestro estacional (Pineda, 1989).

2.7.3. CICLO ESTRAL
El ciclo estral, también denominado ciclo ovarico o ciclo sexual, se puede definir como el ciclo
biolégico reproductivo de la hembra, cuyo acontecimiento central es la ovulacion o liberacion de

un oocito maduro del foliculo preovulatorio (lllera, 1994).
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La duracion del ciclo estral en la mayoria de las razas caprinas se estima entre 19-21
dias (Shelton, 1978; Song y cols., 1984a), aunque puede oscilar de forma normal entre 18 y 22
dias (Fredriksson y cols., 1984; Chemineau, 1986). En la raza Majorera, la duracion media del

ciclo estral se ha definido en 21.8 £ 0.9 dias (Batista y cols., 1999).

La duracion del ciclo estral suele ser muy irregular al comienzo y al final de la estacién
reproductiva, sobre todo en hembras jovenes (Smith, 1986). Al inicio de la estacidn reproductiva,
las cabras presentan pocas ovulaciones silenciosas, pero hay una incidencia relativamente alta
de ciclos cortos, con intervalos inter-estro de unos 8 dias, debido a una corta fase luteal de 5-6

dias (Bretzlaff y cols., 1988). Tras estos ciclos cortos se instaura una actividad ciclica normal.

La longitud del ciclo puede modificarse por diferentes factores. El alojamiento de las
hembras con los machos, al comienzo de la estacion reproductiva, parece acortar la duracion del
ciclo estral (Shelton, 1978). Asimismo, factores climatolégicos adversos como temperaturas frias o
muy altas, humedad relativa baja, pueden incrementar el porcentaje de ciclos estrales de menor

duracion (Singh y cols., 1995).

2.7.3.1. Estro

El celo o estro se define como el intervalo de tiempo durante el cual la cabra permite la monta y
cubricién del macho (Mori y Kano, 1984; Metha y cols., 1991; Llewelyn y cols., 1993). La
duracion media del celo se viene a situar en torno a las 36 horas (Shelton, 1978), con
variaciones entre 26 y 40 horas (Hulet y Shelton, 1984). Mayores duraciones del celo se han
descrito en diferentes razas caprinas, como la raza Majorera con 42 horas (Gonzalez, 1995) y en

la raza Nubian con 67 horas (Camp y cols., 1983).

La duracion del celo puede verse modificada por diferentes factores. Se ha confirmado
una menor duracién del celo en cabras nuliparas que en cabras multiparas (Cerbito y cols.,
1995), y al igual que en la oveja, parece que en aquellas razas mas prolificas, la duracion del
celo es mayor que en razas con una menor tasa de ovulaciéon (Pathiraja y cols., 1991). Del

mismo modo, si las cabras son cubiertas durante el celo, éste se puede acortar (Romano, 1994).
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2.7.3.2. Fase folicular

La fase folicular, definida como el periodo comprendido entre la luteolisis y la ovulacion, tiene una
duracion media de 4-5 dias. Tras la regresion luteal, se reducen los niveles plasmaticos de
progesterona y desaparece el efecto de retroalimentacion negativa sobre la secrecion de LH
(Goodman y Karsch, 1980), lo cual va a provocar el aumento de la concentracion basal de LH

(Baird y Scaramuzzi, 1976).

Los niveles de estrogenos comienzan a ascender unas 48 horas antes a la onda
preovulatoria de LH. El aumento de los niveles de estrogenos coincide con una disminucion de
los niveles plasmaticos de progesterona, consecuencia de la luteolisis (Bono y cols., 1983;
Smith, 1986), que ocurre de 1 a 3 dias antes del estro. El pico de LH tiene lugar entre 6 y 24
horas después del comienzo de los sintomas del celo y sobre las 60-65 horas del inicio de la
luteolisis (Llewelyn y cols., 1993; Gonzélez, 1995). La duracion del pico preovulatorio de LH es de
unas 9-10 horas. El periodo de tiempo comprendido entre el pico preovulatorio de LH y la
ovulacién es relativamente constante, entre 20 y 25 horas, por lo que la ovulacién acontecera al
final del celo o justo inmediatamente tras el mismo (Mori y Kano, 1984; Greyling y Van-Niekerk,
1990; Gonzalez, 1995).

2.7.3.3. Fase luteal

La fase luteal, definida como el periodo de tiempo comprendido entre la ovulacién y la luteolisis,

tiene una duracién media de 16-17 dias en la especie caprina. Se caracteriza por un incremento
progresivo de los niveles plasmaticos de progesterona (Gonzalez, 1995). A partir de los dias 5-6
tras el inicio del celo y hasta el momento de la luteolisis, estos niveles se mantienen en unos valores
funcionales, que varian dependiendo del nimero de cuerpos luteos funcionales (Fredriksson y
cols., 1984; Sawada y cols., 1995).

La lisis del cuerpo IUteo y el inicio de una nueva fase folicular, se produce de manera
consecutiva a una liberacion de prostaglandinas durante varios dias. Asimismo, se produce una
sintesis de oxitocina de origen luteal en el momento de la luteolisis que estimula la sintesis de
prostagladina F-2alfa (PGF2q) que, a su vez, favorece la sintesis de oxitocina luteal; de esta
manera, se establece un circuito de retroalimentacion positiva mutua (Freeman y Currie, 1985;
Homeida y Cooke, 1989; Homeida y Khalafalla, 1990).
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2.8. TRATAMIENTOS DE INDUCCION DEL CELO Y OVULACION EN LA ESPECIE CAPRINA
2.8.1. INDUCCION DEL ESTRO CON OVULACION

La induccién del estro con ovulacién se realiza cuando los animales estan en anoestro y por lo

tanto, estd bloqueado el eje hipotalamo-hipdfisis-génadas y no hay secrecion apropiada de
gonadotropinas. Entre los tratamientos de induccion de la actividad sexual aplicables en el
ganado caprino se pueden incluir el efecto macho, el control del fotoperiodo y los tratamientos

hormonales.

2.8.1.1. Induccion del estro con ovulacion mediante el efecto macho

El “efecto macho” puede definirse como la induccién de la ovulacion y las manifestaciones
estrales, tras la introduccién subita de machos en un rebafio de hembras no ciclicas, tras un
periodo de completa separacion de, al menos, 3 semanas (Corteel y cols., 1982; Chemineau,
1985).

En aquellos rebafios donde el macho permanece todo el afio con las hembras, puede
resultar dificil que llegue a presentarse la estimulacién de manera efectiva. Esta mayor eficacia
se obtiene cuando la separacion entre machos y hembras es total, no debiendo existir ningun
tipo de interaccién visual, olfativa o auditiva (Bondurant y cols., 1986); asimismo, también se ha
puesto de manifiesto que el macho debe ser sexualmente activo en el momento de su
introduccién (Rodriguez y cols., 2002) para incrementar su eficacia. No obstante, este efecto
puede ser también inducido con machos castrados o hembras a las cuales se les aplica un
tratamiento corto con testosterona o estrogenos, obteniendo una respuesta semejante (Lynch y
cols., 1992; Vandenbergh, 1994).

El contacto con los machos induce en las hembras un rapido y brusco incremento en la
frecuencia y amplitud de los pulsos plasmaticos de LH. Este incremento de la actividad
hipofisaria estimula el crecimiento folicular ovarico, desencadenandose entonces la descarga
masiva de GnRH y la consecuente onda preovulatoria de LH a nivel hipofisario (Ott y cols., 1980;
Chemineau 1983, 1987). Estas modificaciones a nivel hipotalamico-hipofisario y ovarico se
traducen en la presentaciéon de ovulaciones y manifestaciones estrales en un muy importante

porcentaje de hembras, en un plazo entre 3-6 dias (Ott y cols., 1980; Chemineau 1983, 1987)
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El grado de respuesta al efecto macho viene determinado por el momento de la ovulacion,
la aparicion de manifestaciones estrales asociadas a esa primera ovulacion y la frecuencia de
ciclos cortos. Estos parametros son dependientes de diferentes factores, que se pueden agrupar
en dos categorias: la profundidad del anoestro y la intensidad del estimulo. De esta manera, a
mayor profundidad del anoestro se obtiene un menor grado de reactivacion ovarica (Chemineau,
1985). Asimismo, la intensidad del estimulo ejercido por los machos sobre las hembras tiene su
reflejo sobre la presentacion de ovulaciones y manifestaciones estrales (Chemineau, 1987;
Walkden-Brown y cols., 1999).

El principal inconveniente que implica el efecto macho es la falta de sincronizacién de
celos que genera, lo que convierte a esta técnica en algo arriesgada para asociarla a la
inseminacion artificial. Una solucién para minimizar este problema seria aplicar un tratamiento
con progestagenos en las hembras anovulatorias, antes de la introduccién de los machos, o bien
la inyecciéon de progestageno justo en el momento de la entrada de los machos (Chemineau,
1985). Este tratamiento evita la aparicién del primer ciclo acortado y se consigue una mayor

sincronizacién de celos y ovulaciones.

2.8.1.2. Induccion del estro con ovulacion mediante el control del fotoperiodo

La estacion reproductiva en los pequefios rumiantes coincide con los dias decrecientes del afio.
Sin embargo, esta actividad reproductiva solo tendra lugar en los dias cortos, si antes ha existido
un periodo de dias largos. En los dias largos existe una mas breve secrecion de melatonina por
parte de la glandula pineal, mientras en los dias largos se genera una mas prolonga secrecion de
melatonina (Karsch y cols., 1984; Abecia y cols., 2012). Mediante la regulacion del fotoperiodo y
la administracion exégena de melatonina seria posible modificar la estacionalidad reproductiva y

acortar el periodo de anoestro estacional en la especie caprina (Malpaux y cols., 1997).

Existen numerosos protocolos para inducir un adelanto de la estacion reproductiva, en el
que el control del fotoperiodo y la administracién exdégena de melatonina estan implicados. La
mayoria de esos tratamientos tienen en comun que constan de un primer periodo de dias largos
artificiales y una segunda fase de dias cortos artificiales (Chemineau, 1986; Zarazaga y cols.,
2011, 2012).
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Un tratamiento tradicional consiste en la administracién de un régimen de extra-
iluminacion durante 2 meses, comenzando en enero y finalizando a principios de marzo. Esta
manipulacién luminosa externa es integrada por el animal de la misma forma que si hubiese
recibido 16 horas diarias de luz. Tras estos dias largos artificiales es necesario instaurar los dias
cortos artificiales, que se pueden simular mediante la administracion exégena de melatonina que
crea en el animal un estado fisioldgico de dias cortos, durante un periodo de tres meses (desde
principios de marzo hasta principios de junio). Mediante este protocolo se consigue adelantar la
estacion reproductiva de 60 a 90 dias, y asociado al efecto macho permite la presentacion de
hasta un 90% de celos y mas de un 70% de fertilidad (Chemineau, 1986, 1996; Zarazaga y cols.,
2009).

2.8.1.3. Induccion del estro con ovulacion mediante tratamientos hormonales

La administracion de progestagenos junto con gonadotropinas exégenas induce la ovulacion y
las manifestaciones estrales en la mayoria de las cabras sometidas a tratamiento, ya sea
durante el anoestro o la estacién reproductiva (Abecia y cols., 2011). En estos tratamientos, los
progestagenos tienen como funcién estimular al hipotalamo para sensibilizarlo a la accién de los
estrogenos, presentandose un estro manifiesto. Por otro lado, las gonadotropinas tienen como

funcion madurar foliculos que pueden terminar ovulando.

El tratamiento progestageno se administra en la mayoria de los casos mediante la
colocacion de una esponja intravaginal de poliuretano impregnada con el progestageno (Ritar y
cols., 1984), simulando de esta forma la fase luteal del ciclo. Los progestagenos mas
habitualmente utilizados son el acetato de fluorogestona (FGA, 20-45 mg) y el acetato de
medroxi-progesterona (MAP, 45-60 mg), si bien parece existir un mayor grado de sincronizacién
del celo y la ovulacion en tratamientos a base de FGA (Gordon, 1996; Gonzalez y cols., 2001;
Bartlewski y cols., 2004). El modelo tradicional de tratamiento incluye la administracion de un
progestageno durante un periodo de 11 dias (tratamiento corto) o de 17-21 dias (tratamiento

largo).
La administracion de gonadotropinas exdgenas consiste en la aplicacion de gonadotropina

corionica equina (eCG) y se traduce en un acortamiento de la fase folicular del ciclo inducido,

una mas rapida maduracion del foliculo ovulatorio y una mayor tasa de ovulacion (Powell y cols.,
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1996). La respuesta ovulatoria es mejor si se administra la eCG unas 48 horas antes de la
retirada del progestdgeno (Ritar y cols., 1984). La dosis de eCG a aplicar varia mucho
dependiendo de las razas involucradas y la profundidad del anoestro, si bien se toma como
referencia la administracién de 200-600 Ul de eCG, aplicadas por via IM (Ritar y cols., 1984;
Gordon, 1996; Gonzalez y cols., 2004; Batista y cols., 2009).

2.8.2. SINCRONIZACION DEL ESTRO CON OVULACION

A diferencia de la induccién del estro, la sincronizacién se realiza cuando las cabras presentan
actividad reproductiva y tienen el eje hipotalamo-hipofisario-gonadal activo, por lo tanto, los
ovarios presentan cuerpos luteos o foliculos maduros. Existen dos mecanismos fisiologicos
basicos para sincronizar el estro (Hunter, 1982), uno a base de la aplicacién de progestagenos y

otro con la administracion exclusiva de prostaglandinas.

2.8.2.1. Sincronizacion del estro con ovulacion utilizando progestagenos

La aplicaciéon de progestagenos durante un periodo de 11-17 dias es suficiente para conseguir
una sincronizacién de celos durante la estacion reproductiva (Gordon, 1996). Sin embargo, los
protocolos que incluyen la aplicaciéon de progestagenos durante 11 dias simulan una fase luteal
mas corta de la que aconteceria en condiciones normales. Esto podria generar que la insercion
de la esponja podria coincidir con la existencia de un cuerpo luteo en sus primeras fases; al
retirar la esponja, la accion del cuerpo luteo podria prolongarse mas alla de la actividad del
progestageno, no se induce la luteolisis y por tanto, no se obtendria una buena sincronizacion.
Por esta razén, estos protocolos cortos (11 dias) se deben acompaiiar de la administracién de
prostaglandinas o analogos, que se suelen administrar 48 horas antes de la retirada de las
esponjas (Gordon, 1996; Abecia y cols., 2012), con objeto de asegurar la luteolisis, si existiera un

cuerpo luteo funcional a la retirada de la esponja.

Por otro lado, con independencia de la duracion del tratamiento progestageno, estos
protocolos se suelen complementar con la administracién de gonadotropinas exdgenas (eCG),
que se administran en el momento de la retirada de las esponjas o bien 48 horas antes (Ritar y
cols.., 1984; Batista y cols., 2009). La administracion de gonadotropinas se realiza, no con el
objetivo de estimular una maduracién folicular ovarica que ya esta presente sino, para conseguir

una mas fuerte respuesta ovulatoria y un mayor grado de sincronizaciéon (Gordon, 1996). En
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cualquier caso, la dosis de eCG que se administra suele ser menor a la que se emplea en
anoestro (Gordon, 1996).

2.8.2.2. Sincronizacion del estro con ovulacion utilizando prostaglandinas F2a

La administracion de prostaglandina F2q (PGF2q) 0 sus analogos generan la luteolisis, reduce la
progesterona plasmatica y por tanto, induce una fase folicular con ovulacién (Abecia y cols.,
2011, 2012). El éxito del tratamiento con estos agentes estéd supeditado a la presencia real de un
cuerpo luteo. El cuerpo luteo es sensible a la accion luteolitica de la prostaglandina desde el dia
3-4 del ciclo estral hasta el momento de la luteolisis natural (Rubianes y cols., 2003). Por tanto,
estos protocolos solo serén aplicables en animales ciclicos y que presenten cuerpo luteo en el

momento de la administracion.

El protocolo habitual consiste en la administracion de dos dosis de PGF2q 0 anélogos,
separados entre si unos 11 dias (Ott y cols., 1980). De este modo, aquellas hembras en las que
la primera aplicacion de prostaglandinas no genere la lisis del cuerpo luteo (por hallarse en fase
folicular), tras la segunda aplicacién de la prostaglandina si va a coincidir en todas las hembras
con la presencia de un cuerpo liteo en el ovario, provocando su actividad luteolitica y la
aparicion de un celo sincronizado. Los signos de celo se presentan entre 50-60 horas tras la

administracion de las prostaglandinas (Ott y cols., 1980; Gonzalez y cols., 2000).
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2.9. GESTACION Y SU DIAGNOSTICO EN LA CABRA
2.9.1. FISIOLOGIA DE LA GESTACION

2.9.9.1. Progestacion

La fecundacion se define como la interaccion y la posterior fusién de los pronucleos masculino y
femenino. Este proceso culmina con la formacion de una célula unica que constituye un nuevo
individuo, denominado de forma convencional cigoto, el cual posee una dotaciéon genética
biparental (King y Thatcher, 1993). Una vez producida la fecundacion, y para que tenga lugar el
consecuente desarrollo embrionario, es necesario que se produzca el reconocimiento maternal

de la gestacion.

El ciclo estral en la especie caprina tiene una duracién media de 20-21 dias. En las
hembras no gestantes, la luteolisis es inducida por la liberacién endometrial de prostaglandina F-
2alfa (PGF-2alfa) al final de la fase luteal, que genera un rapido descenso de la progesterona
plasmatica hasta alcanzar niveles basales, representando el inicio de nuevo ciclo estral
(McCracken y cols., 1984).

No obstante, si la hembra esta gestante, desde el trofoectodermo del embrion se generan
una serie de sefiales bioldgicas para prolongar la vida del cuerpo luteo y mantener los niveles de
progesterona en niveles suficientes que permitan el desarrollo de la gestacion (Bazer y cols.,
1996). Estos niveles de progesterona mantienen la funcionalidad endometrial necesaria para el
desarrollo embrionario temprano, la implantacion, la placentacion y el subsecuente desarrollo
feto-placentario. Este proceso, donde el embrién debe manifestar su presencia para sobrevivir,
se denomina reconocimiento maternal de la gestacion (King y Thatcher, 1993). En el caso de la
cabra, acontece alrededor del dia 17 y el embridn caprino secreta interferon tau (IFN-T) entre los

dias 14 y 17 post-fecundacion, que actiian como sefial antiluteolitica (Guillomot y cols., 1998).

Respecto a la placentacion, el elemento mas singular en la placenta de los rumiantes es la
presencia de células binucleadas en el trofoectodermo. Las células binucleadas estan
directamente implicadas en la produccion de diferentes compuestos como progesterona (Wango
y cols., 1991; Wooding y cols., 1996), lactogenos placentarios (Wooding, 1992) y glicoproteinas

asociadas a la gestacion (Zoliy cols., 1992).
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Desde el punto de vista de la naturaleza y extension de la unién entre las estructuras
materna y fetal, la placenta de los rumiantes puede definirse como cotiledonaria (King y
Thatcher, 1993). Estos cotiledones son estructuras redondeadas u ovales resultado de la
concentracion y alta vascularizacion de las vellosidades de la membrana alantocorionica. Estos
cotiledones interactian con las regiones carunculares del endometrio materno para formar los
placentomas. Concretamente, el epitelio uterino desaparece y el trofoectodermo se asienta
directamente sobre el endometrio materno; por esta razoén, la placenta ha sido definida como
sindesmocorial. No obstante, en pequefios rumiantes se ha aceptado que el término mas
adecuado para clasificar este tipo de placentas es el de sinepiteliocorial (Wooding, 1992),
indicativo que, por una parte, existe una capa resultante (Wooding, 1992) de la fusion de células
binucleadas fetales y epitelio materno (sinepitelio-) y, por otro lado, persiste la capa puramente

fetal (-corial).

2.9.2. ENDOCRINOLOGIA DE LA GESTACION EN PEQUENOS RUMIANTES

2.9.2.1 Progesterona

En la especie caprina, al igual que en la casi totalidad de mamiferos domésticos, se precisan de
concentraciones elevadas de progesterona plasmatica para el establecimiento y mantenimiento
de la gestacion. El cuerpo lUteo permanece como la principal fuente de progesterona a lo largo

de toda la gestacion en las cabras gestantes (Gordon, 1996).

En la cabra, durante los primeros 15 dias de gestacion, los niveles plasmaticos de
progesterona son similares a los observados en cabras en fase luteal. A partir de este momento
comienzan a incrementarse, alcanzando su nivel maximo hacia el tercer mes de gestacion,
permaneciendo posteriormente en un nivel constante (Sousa y cols., 1999). Unos dias antes del
parto, comienza un ligero descenso que se transforma en una brusca caida, coincidiendo con el

parto (Sousa y cols., 1999).

La regulacidn de la secrecion luteal de progesterona acontece basicamente por la accion
de la LH (Camp y cols., 1983; Bretzlaff y cols., 1988), si bien su accion es apoyada de forma
sinérgica por la prolactina, tanto en cabras ciclicas como en cabras gestantes (Denamur, 1974;
Buttle y Morant, 1983).
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2.9.2.2. Estrogenos

La fuente de estr6genos durante la gestacion de los rumiantes es basicamente de origen
placentario (King y Thatcher, 1993; Sawada y cols., 19995), y su concentracion es un buen reflejo

de la salud placentaria (Guilbault y cols., 1985).

En la cabra gestante, los estrégenos aumentan progresivamente entre los dias 30 y 40 de
gestacion, para alcanzar su maximo valor justo antes del parto (King y Thatcher, 1993).
Concretamente, la estrona constituye uno de los principales estrogenos en el plasma (Dhindsa y
cols., 1981) y sus concentraciones plasmaticas se incrementan al inicio de la gestacion y
permanecen altas hasta el final de la misma, alcanzando un pico méaximo poco antes del parto y

descendiendo abruptamente tras el mismo (Sawada y cols., 1995).

2.9.2.3. Lactogenos placentarios

Los lactdgenos placentarios son compuestos sintetizados en las células binucleadas del corion
(Wooding, 1992) y con una estructura similar a la prolactina. Entre otras funciones, los
lactbgenos placentarios participan en la mamogénesis y lactogénesis (Forsyth, 1986), la
esteroidogénesis ovarica y placentaria, el crecimiento fetal (Chene y cols., 1988) y participan en

la regulacion del metabolismo de la hembra gestante.

Los lactogenos placentarios son detectados en el plasma de las cabras gestantes desde el
dia 44 de gestacion (Currie y cols., 1990), su concentracién va incrementandose conforme
avanza la gestacion, alcanzando niveles maximos a partir de la segunda mitad, y mostrando un
descenso gradual durante las ultimas semanas de gestacion. Asimismo, se ha comprobado que

la concentracidn es mayor en gestaciones multiples que en simples (Currie y cols., 1990).

2.9.2.4. Prolactina

La prolactina, hormona de origen hipofisario, estimula la sintesis de grandes cantidades de

grasa, lactosa y caseina en las células secretoras mamarias (Gordon, 1996). En la especie
caprina, los niveles de prolactina son basales durante la mayor parte de la gestacion,
consecuencia del efecto inhibidor de los niveles elevados de estrogenos y progesterona, que
vuelven a la glandula mamaria refractaria a la acciéon estimulante de la prolactina (King y

Thatcher, 1993). En las Ultimas semanas de gestacion, sus valores comienzan a incrementarse,
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alcanzando sus niveles maximos unos pocos dias antes del parto (Currie y cols., 1988;

Kornalijnslijper y cols., 1997).

Como ya se ha indicado, la prolactina también interviene en la regulacién de la vida
media del cuerpo luteo constituyendo, conjuntamente con la hormona luteinizante (LH), el

denominado complejo luteotréfico (Buttle y Morant, 1983).

2.9.3. METODOS DE DIAGNOSTICO DE GESTACION

La duracion media de la gestacion en la mayoria de las razas caprinas se situa cercano a los 151
dias (Asdell, 1964), con un rango que comprende entre 147 y 155 dias. Entre los factores que
modifican la duracion de la gestacion se encuentran la edad de los animales y el niumero de fetos
presentes. De esta manera, la duracién de la gestacion es mas prolongada en animales adultos
que en hembras jovenes (Asdell, 1964), mientras existe una correlacion negativa entre la
duracion de la gestacion y el numero de productos que geste la cabra (Sambraus y Wittmann,
1993).

La identificacién répida y fiable de la gestacién tiene una importancia esencial en el
manejo de los pequefios rumiantes. El diagnéstico de gestacion permite una organizacién que
mejora la rentabilidad de la produccién en los rebafios, con evidentes ventajas practicas y
econdémicas (Restall y cols., 1990; Wani y cols., 1998). Entre otras ventajas, se pueden sefialar
la alimentacion del ganado acorde a su estado productivo, la distribucion de las parideras
anuales, la identificacién de animales infértiles o subfértiles, asi como una prevision fiable de la

produccion de leche/carne.

De forma general, las técnicas de diagnostico de gestacion se pueden agrupar en dos
categorias: métodos clinicos y métodos laboratoriales. Existen numerosos métodos clinicos, si
bien los mas frecuentemente utilizados son el no retorno al celo, palpacién y distension
abdominal (Pratt y Hopkins, 1975) y diagnéstico de gestacion mediante ultrasonidos (Haibel,
1990; Bretzlaff, 1993). Entre los métodos laboratoriales podemos citar la determinacién de
niveles plasmaticos de estrogenos, progesterona y proteinas especificas de la gestacion (Murria
y Newstead, 1988; Ruder y cols., 1988; Gonzalez y cols., 1999, 2001).
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La eleccion del método adecuado depende del estado de gestacion. Unos métodos
presentan una mayor precision en el diagndstico precoz de gestacion, mientras que otros

métodos son més adecuados para el diagndstico en gestaciones avanzadas (Bernard, 1994).

2.9.3.1. Métodos clinicos

I. No retorno al celo

El sistema més elemental para diagnosticar la gestacion en los pequefios rumiantes se basa en
la incompatibilidad entre la presencia del celo y la gestacion. Las hembras que presenten
manifestaciones estrales generalmente no estan gestantes, mientras que la ausencia de
sintomas de celo después del periodo de cubricion, puede ser indicativa de gestacion. La técnica
de no retorno al celo debe efectuarse coincidiendo con el final del ciclo estral consecutivo a la

cubricién o IA, alrededor de 20-22 dias en el caso de la especie caprina (Gordon, 1996)

Esta técnica, aparentemente eficaz y sencilla, en la practica aporta resultados poco
concluyentes, ya que produce un elevado porcentaje de diagndsticos falsos positivos y falsos
negativos (Corteel y cols., 1982; Restall y cols., 1990). Entre falsos positivos (cabras que no
manifiestan celos, pero no se encuentran gestantes), se pueden citar aquellas situaciones donde
el chequeo de celos no se haga de manera rigurosa, al comienzo o final del periodo de celo,
cuando las hembras requieran de una gran insistencia para manifestar el celo; asimismo, cuando
se induce la reactivacion ovarica durante el anoestro estacional, la ausencia de celo puede
indicar simplemente que la hembra ha retornado a su condicién de anoestro (Gordon, 1996). Del
mismo modo, aquellas hembras con ciclos alargados o acortados, con cuerpo lUteo persistente,
quistes ovaricos luteinizados o hidrometra, pueden inducir también diagndsticos falsos positivos
de gestacion, cuando se realizan entre los 20 y 22 dias (Smith, 1986; Williams, 1986; Restall y
cols., 1990; Gordon, 1996).

Como falsos negativos (cabras que manifiestan celos, pero se encuentran gestantes)
podemos citar aquellas situaciones donde los animales son identificados por error (p.e.
marcados por el macho) y menos frecuentemente, en aquellas cabras que aln presentando

sintomas de celo, podrian estar gestantes (Williams, 1986).
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ll. Ultrasonografia

La ecografia es un procedimiento fiable y practico para el diagndstico de gestacion en los
pequefios rumiantes. Entre las diferentes alternativas, distinguimos la ultrasonografia en modo-A,
que detecta las interfases de los tejidos mediante diferentes resistencias acusticas (Lindhal,
1972), y el sistema Doppler basado en la deteccion de la circulacion fetal o de los movimientos
fetales (Wani, 1981; Berkley, 1982). Sin embargo, la ultrasonografia en tiempo real (modo B),
ofrece sin lugar a duda, la via mas efectiva para el diagnéstico precoz de gestacion (Taverne,
1984).

Mediante el sistema de ultrasonidos en modo B, la valoracion ecografica puede
realizarse tanto por via transabdominal como transrectal. Con respecto al tipo de transductor, las
sondas sectoriales ofrecen una mejor imagen que las lineales para el diagnéstico de gestacion
en cabra. Las frecuencias que normalmente se utilizan por via transabdominal oscilan entre 3y 5
MHz, mientras que por via transrectal se han usado mas las frecuencias de 5y 7.5 MHz
(Bretzlaff y cols., 2001; Gonzalez y cols., 2004).

Utilizando la via transabdominal, la valoracion ecografica se suele iniciar sobre la zona
inguinal, con el animal de pié. Se prefiere realizar la exploracion por el lado derecho, ya que por
el lado izquierdo nos encontramos con el rumen que nos puede impedir ver con claridad el Utero.
Sin embargo, si la imagen obtenida por el lado derecho no es la mas adecuada, podemos
abordar por el lado izquierdo del abdomen, obteniendo en algunos casos mejores resultados. La
sonda debe orientarse hacia la parte interna de la pelvis, por lo que la parte caudal del abdomen
se explora deslizando la sonda longitudinalmente (Dorn y cols., 1989). Se comienza localizando
la vejiga de la orina, que se reconoce facilmente como un érgano hueco anecogénico de

contorno caracteristico.

Cuando se utiliza la via transrectal, en primer lugar, se extraen las heces presentes en el
recto, que dificultan la visualizacién de las estructuras internas; posteriormente, la sonda
lubricada se inserta en el recto, con la superficie de emisién de ultrasonidos orientada hacia
abajo. La via transrectal es mas precoz que la transabdominal, pero existen riesgos de ocasionar
dafios, tales como laceraciones y perforaciones rectales (Gonzalez y cols., 2004), y se precisa

de un mayor tiempo por animal, para la realizacion del diagndstico de gestacion.
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Ultrasonogréficamente, la indicacion mas precoz de una posible gestacion es la
acumulacion de fluido en el interior del lumen uterino, que puede ser detectado unos pocos dias
antes por via transrectal que por via transabdominal (Martinez y cols., 1998). Utilizando la via
transabdominal, la presencia de fluido en el lumen uterino puede ser observado a partir del dia
22 en la cabra (Hesselink y Taverne, 1994). No obstante, un diagnéstico fiable se debe sustentar
en signos especificos de gestacion, como son la visualizacion de membranas fetales o el mismo
embridn (Lavoir y Taverne, 1989; Gonzélez y cols., 2004). EI embrién no puede ser observado
con claridad hasta el dia 25-30 de gestacion (Bretzlaff, 1993; Bretzlaff y Romano, 2001), y el
latido cardiaco puede ser detectado solamente a partir del dia 30-35 de gestacion en todos los

embriones (Lavoir y Taverne, 1989).

Usando la via transrectal, la gestacion se detecta por la identificacién de las vesiculas
embrionarias en la parte anterior y ventral de la vejiga de la orina. La deteccién de los embriones
y su latido se inicia a partir de los dias 21-22 de gestacion, alcanzado una fiabilidad completa a
partir de los 24-26 dias (Martinez y cols., 1998; Gonzélez y cols., 2004), mientras el periodo

6ptimo para determinar el n° de conceptos se situa entre los dias 25 a 30 de gestacion.

La ultrasonografia en modo-B, aparte de permitimos determinar con precisiéon la
gestacion de forma precoz, el numero de fetos y la vitalidad fetal (Lavoir y Taverne, 1989;
Bretzlaff, 1993), nos facilita estimar el estadio de gestacion que presentan los animales (Haibel y
cols., 1989), asi como la diferenciacion de la gestacion con respecto a ciertas patologias como
hidrémetra, mucdémetra, quistes endometriales, quistes ovaricos y diferentes tipos de tumores
(Haibel, 1990; Batista y cols., 2009). Con esta técnica, los falsos positivos son raros, y suelen ser
debidos a una muerte embrionaria temprana, o bien a una confusién entre la vejiga urinaria llena
y el Utero; asimismo, en la fases iniciales de la gestacion, también puede detectarse un falso
positivo en aquellos hembras que han desarrollado una hidrometra (Haibel, 1990). Por otro lado,
los falsos negativos pueden ser resultado de que se realice la técnica demasiado temprano, o

por la inexperiencia del examinador (Haibel, 1990).
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2.9.3.2. Métodos laboratoriales

I. Concentracion de Progesterona

El diagnostico de gestacion estd basado en la diferencia entre las concentraciones de
progesterona de las hembras gestantes, que mantienen el cuerpo luteo funcional y por tanto
presentaran niveles estables o crecientes, frente a las concentraciones de las hembras vacias,
que han sufrido la luteolisis al final del ciclo estral consecutivo a la cubricidn o inseminacion
artificial y que, por tanto, mostrarian niveles bajos. Los niveles de progesterona se pueden
determinar tanto por enzimoinmunoensayo o radioinmunoensayo (Gordon, 1996; Gonzalez y
cols., 2004)

En la cabra, la muestra para el andlisis de progesterona debe tomarse los dias 20-22 de
gestacion, es decir, al final del ciclo estral consecutivo a la fecundacion. Por tanto, este método
exige conocer con exactitud la fecha de monta o inseminacién artificial, ya que no existen
diferencias discriminantes entre la concentracion de progesterona en la fase luteal del ciclo y en
el periodo precoz de gestacion. El anélisis se puede realizar sobre muestras de plasma o suero y
en la leche. Las muestras de leche tienen la ventaja que tienen una mayor concentracién de
progesterona y pueden recogerse durante el ordefio; como desventajas existe una gran
variabilidad entre las concentraciones medias de hembras gestantes y vacias entre rebafios, asi
como que la diferencia entre las concentraciones de diagnostico positivo y negativo es muy
pequefia (Thibier y cols., 1981). Por tanto, en la practica, es mas preciso trabajar con muestras

de plasma que con muestras de leche (Gordon, 1996; Gonzalez y cols., 2004).

La determinacion de los niveles de progesterona constituye un método exacto para el
diagnéstico de no-gestacion (Holdsworth y Davies, 1979). Sin embargo, la capacidad para
detectar la gestacion es menos especifica, ya que solo alrededor del 80-85% de las hembras
diagnosticadas como positivas (presuntamente gestantes) llegan a parir. Esta baja especificidad
se debe a que la existencia de niveles elevados de progesterona al final del ciclo estral
consecutivo a la fecundacion, puede deberse a condiciones distintas de la gestacion, tales como:
cuerpo luteo persistente, ciclos alargados o acortados, mortalidad embrionaria precoz,
hidrémetra, efc., situaciones que producen diagndsticos falsos positivos (Smith, 1986; Lavoir y
Taverne, 1989).
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ll. Concentracion de Estrdgenos

En la cabra gestante, el principal estrogeno producido dentro de los cotiledones fetales es la
estrona. La estrona se reduce a estradiol-17-alfa en la circulacion fetal, pero permanece como
estrégeno primario en la circulacion maternal. La concentracion plasmatica de estrona, asi como
la de su conjugado sulfato de estrona, comienzan a aumentar gradualmente en las cabras
gestantes, de tal forma que el sulfato de estrona puede detectarse en muestras de plasma o
leche alrededor de los dias 45 y 50 postcubricion, respectivamente (Chaplin y Holdsworth, 1982;
Refsal y cols., 1991; King y Thatcher, 1993; Sawada y cols., 1995), proporcionando un

diagndstico de gestacion exacto a partir del dia 50 de gestacion.

lll. Proteinas asociadas a la gestacién

En los rumiantes, la placentacion es superficial y relativamente poco invasiva. Cuando se inicia la
implantacién (alrededor del dia 18 post-fecundacion), las células binucleadas migran desde el
trofoblasto embrionario y se fusionan con las células epiteliales del endometrio, formando un
extenso sincitio feto-maternal (Zoli y cols., 1991). Las células binucleadas tienen la capacidad de
liberar sus productos de secrecion en el sistema maternal; entre estos productos se encuentran
las proteinas especificas de la gestacion (pregnancy specific protein-B, PSP-B) y las proteinas

asociadas a la gestacion (pregnancy-associated glycoproteins, PAGs).

Las PAGs constituyen una gran familia de glicoproteinas, expresadas especificamente
en la capa externa de las células epiteliales (corion y trofoectodermo) de la placenta de las
especies unguladas (Zoli y cols., 1991; Guruprasad y cols., 1996). Pertenecen a la familia de las
proteinas asparticas, teniendo una alta coincidencia de la secuencia de aminoacidos con los
pepsinogenos. Diferentes moléculas de la familia de las PAGs, han sido aisladas desde
cotiledones de vaca (Zoli y cols., 1991), de oveja (Zoli y cols., 1991) y de cabra (Garbayo y cols.,
1998).

Las concentraciones de PSP-B en cabras gestantes son significativamente mayores que

en las cabras vacias el dia 24 después de la inseminacion artificial, y aumentan hasta 40 ng/ml

al final de la gestacion (Humblot y cols., 1990).
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Por otro lado, en el caso concreto de la especie caprina, la presencia de antigenos
inmunologicamente similares a la PAG y PSP-B bovinas se demostré mediante la utilizacion de
sistemas de RIA heterdlogos (Humblot y cols., 1990; Sousa y cols., 1999). Méas recientemente, a
partir de placentas caprinas, se han aislado y caracterizado 3 tipos diferentes de PAGs que
presentan diferencias en su secuencia de aminoacidos y en su peso molecular. El uso de estas 3
PAGs caprinas ha permitido el desarrollo de sistemas de RIAs semihomdlogos y homologos, que
aportan un diagnostico de gestacion en cabra mas precoz y especifico (Gonzalez y cols., 1999,
2001, 2004).

Las concentraciones de PAGs comienzan a incrementarse justo durante el periodo de
implantacién, alcanzando sus niveles méas elevados entre las semanas 8 y 9 de gestacion,
permaneciendo en niveles detectables hasta justo antes del parto. Después del parto, las
concentraciones de PAGs disminuyen rapidamente, alcanzando los valores més bajos en la
cuarta semana postparto (Sousa y cols., 1999). Por tanto, la fiabilidad de este procedimiento es
mayor del 95% en los dias 21-22 post-fecundacion, y a partir de los 24 dias de gestacion, la
exactitud del método para diagnosticar la gestacion es cercano al 100% (Gonzalez y cols., 1999,
2004). Por otro lado, los niveles plasmaticos de PAGs en cabras con gestacién multiple son
mayores que en cabras con gestaciones simples (Chentout y cols., 2008); probablemente, esta
circunstancia obedece a que, en gestaciones multiples, se desarrollan un mayor numero de
lugares de placentacion y, en consecuencia, existe una actividad secretoria incrementada por las

diferentes placentas.

Ademas de detectarse en sangre, la determinacion de las PAGs se ha confirmado en
leche de cabras gestantes (Gonzalez y cols., 2004). En ese estudio, ya se detectaron diferencias
significativas en las concentraciones de PAGs en leche, entre cabras gestantes y cabras no
gestantes, desde el dia 21 de gestacion en adelante, si bien la completa exactitud con este

procedimiento se presenté a partir del dia 32 de gestacion (Gonzalez y cols., 2004).

Finalmente, las PAGs también pueden utilizarse para evaluar la funcionalidad
placentaria. La medicion secuencial de PAGs en el plasma de cabras puede proporcionarnos un
eficiente método para la deteccion de alteraciones en la union feto-placentaria (Zarrouk y cols.,
1999 a,b).
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2.10. INSEMINACION ARTIFICIAL EN LA ESPECIE CAPRINA
2.10.1. APLICACIONES, VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA INSEMINACION ARTIFICIAL

La inseminacion artificial (IA) constituye uno de los procedimientos més ampliamente utilizados

dentro de las técnicas de reproduccion asistida. La aplicacion de la IA en la reproduccion de las
especies domésticas, permite basicamente el mejoramiento genético de las mismas. Al igual que
en bovino y ovino, el semen caprino se puede diluir en medios especiales, de tal forma que un
elevado nimero de hembras puede ser inseminado con el semen de los mejores machos de una
poblacion, lo que permite incrementar de manera muy notable, en comparacién con la monta

natural, el numero de descendientes por padre (Leboeufy cols., 2000, 2008; Cseh y cols., 2012).

Ademas de la posibilidad de incrementar el nimero potencial de hembras fertilizables
mediante el uso racional de la IA, la posibilidad de preservar el semen (bien mediante
refrigeracion o crioconservacion), permite diseminar los genotipos deseados para los diferentes
sistemas de explotacion (Leboeuf y cols., 2008). Otra ventaja de la IA es que el semen
congelado puede permanecer almacenado durante un periodo indefinido (Cseh y cols., 2012); en

las razas estacionales, esta circunstancia permite disociar la recogida del semeny la IA.

Asimismo, el semen congelado puede ser enviado a cualquier parte del mundo sin
disminuir drasticamente sus cualidades fecundantes y se reduce la transmision de enfermedades
(Batista y cols., 2012). Del mismo modo, la evaluacién del semen previo a la IA, permite la
identificacion y, en su caso, eliminacion de machos infértiles o con fertilidad reducida. El control
de la reproduccion de los machos y de las hembras para la IA permite a los ganaderos definir los
mejores periodos del afio para que ocurran los partos, de acuerdo con el mercado y las

condiciones ambientales locales (Leboeuf y cols., 2000; Cseh y cols., 2012).

Las principales desventajas de la IA son que requiere la presencia de personal
cualificado y que garantice al propietario una alta probabilidad de éxito (Leboeuf y cols., 2000;
Cseh y cols., 2012). Asimismo, es necesario el control de técnicas que permitan determinar con
precision el momento del ciclo sexual en el que se encuentra la hembra y que la deteccidn del

celo se realice con absoluta fiabilidad (Martemucci y cols., 2011).
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Por tanto, el resultado final de un programa de IA depende del conocimiento de la
fisiologia reproductiva tanto de machos como de hembras, asi como de las herramientas
utilizadas para controlar su actividad sexual (Bretzlaff y Romano, 2001; Delgadillo, 2005). Las
técnicas para la recogida, manejo, dilucion, almacenamiento, conservacion y utilizacion del

semen, influyen en el éxito de un programa de IA (Leboeufy cols., 2000).

2.10.2. MOMENTO OPTIMO DE INSEMINACION

La deteccion del estro es una de las fases criticas de la inseminacion artificial, ya que la
aplicacién del semen en el momento adecuado, depende de una adecuada identificacion de las
hembras en celo (Leboeuf y cols., 2008; Martemucci y cols., 2011). Para garantizar un mayor
porcentaje de éxito, se recomienda una deteccidn individualizada de cada hembra, para de esta
forma concretar al maximo el inicio y duracion de las manifestaciones estrales (Leboeuf y cols.,
2000; Batista y cols., 2009; Cseh y cols., 2012). La deteccion por observacion directa e individual
puede emplearse cuando el numero de hembras no es muy alto y se dispone del tiempo
suficiente. Si no se pudiese detectar de la anterior forma, se puede optar por la utilizacién de
machos marcadores, preferentemente vasectomizados o bien machos enteros, pero provistos de

cualquier tipo de mecanismo que limitase su capacidad fertilizante (Martemucci y cols., 2011).

Con un celo natural, la IA puede efectuarse una sola vez, alrededor de 18 horas tras el
inicio del celo, aunque se obtienen mejores indices, si se realizan dos inseminaciones, a las 12 y
24 horas de iniciado el celo (Leboeufy cols., 2000; Delgadillo, 2005).

Cuando se utilizan diferentes combinaciones de hormonas exdgenas para inducir oly
sincronizar el celo, se puede realizar inseminaciones a tiempo fijo tras la retirada de la esponjas,
siendo el mejor procedimiento dos inseminaciones a las 36 y 60 horas tras la retirada de las
esponjas (Menchaca y Rubianes, 2007; Cseh y cols., 2012). No obstante, evidentemente resulta
mejor detectar celos e inseminar en funcién del celo visto (Leboeuf y cols., 2008; Batista y cols.,
2009); en este caso, los mejores resultados se consiguen con dos inseminaciones a las 12 'y 24

horas de comenzado el celo (Leboeufy cols., 2000; Cseh y cols., 2012).
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2.10.3. TECNICAS DE INSEMINACION ARTIFICIAL
En funciéon de la profundidad de deposicion del semen, existen diferentes variantes en el
procedimiento de inseminacion artificial: inseminacion intravaginal, inseminacién pericervical,

inseminacidn cervical profunda e inseminacion intrauterina (Delgadillo, 2005).

2.10.3.1. Inseminacion intravaginal

La inseminacién artificial intravaginal es un procedimiento relativamente sencillo, que no precisa
de equipamiento muy sofisticado, ni requiere de mucho tiempo en su realizacion (Leboeuf y cols.,
2000; Cseh y cols., 2012). Se puede realizar sin el uso de un espéculo vaginal (inseminaciones
“a ciegas”) o bien puede utilizarse un espéculo que incluye algun tipo de fuente de iluminacion
adicional. Asimismo, una ventaja de esta técnica es que no requiere la manipulacién prolongada

de las hembras, utilizando un sistema de contencion minimo (Delgadillo, 2005).

Los porcentajes de fertilidad que se obtienen mediante este procedimiento muestran
notables diferencias en funcion de si se utiliza semen fresco, refrigerado o congelado-
descongelado. De esta forma, con semen fresco o refrigerado (hasta 24 horas), los porcentajes
de fertilidad oscilan entre un 60 a un 75% (Roca y cols., 1997; Karatzas y cols., 1997; Paulenz y
cols., 2005), mientras que cuando se utiliza semen congelado-descongelado, los porcentajes se
fertilidad son mucho mas variables, con resultados de fertilidad desde un 20 a un 55% (Karatzas
y cols., 1997; Leboeuf y cols., 2000; Nordstoga y cols., 2010, 2011).

2.10.3.2. Inseminacion pericervical

Este tipo de técnica es la mas difundida para la utilizacion de semen fresco y refrigerado. Precisa
de un cierto grado de inmovilizacion del animal, para facilitar su manipulacién y evitar o reducir al
maximo, dafios y/o laceraciones en la vagina o cérvix. En todo caso, salvo situaciones
excepcionales, no se requiere la aplicacion de ningun tipo de sedacidn o tranquilizacion para la

realizacion del procedimiento (Leboeufy cols., 2000; Cseh y cols., 2012).

Si bien no es siempre necesario, se recomienda una limpieza previa de la vulva con una
soluciéon no espermicida, para posteriormente introducir un espéculo y, ayudado con un
vaginoscopio o una fuente luminosa de luz fria, se localiza la entrada del cérvix en el fondo de la

vagina (Delgadillo, 2005; Batista y cols., 2009). Una vez que las pajuelas se hayan cargado en la
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pistola de inseminacion, el técnico coloca la pistola en el cérvix y la empuja suavemente; en la
mayoria de los casos, la vaina de inseminacion no penetra mas de 2 cm, por lo que el semen se

deposita casi a la entrada del cérvix (Delgadillo, 2005; Leboeuf y cols., 2008).

Con este procedimiento, se obtienen porcentajes de fertilidad que alcanzan hasta un
80% en semen fresco o refrigerado (Roca y cols., 1997; Paulenz y cols., 2005; Menchaca y
Rubianes, 2007; Batista y cols., 2011), con dosis seminales entre 100 a 200 millones de
espermatozoides totales (al menos 60-80 millones métiles) por inseminacion. Cuando se utiliza
semen congelado-descongelado, la fertilidad desciende ligeramente, con valores que oscilan
entre un 40 a un 55% (Ritar y SAlamon, 1991; Karatzas y cols., 1997; Dorado y cols., 2007:
Batista y cols., 2009, 2011; Martemucci y D"Alessandro, 2011).

2.10.3.3. Inseminacion cervical profunda

Este procedimiento técnico es una innovacion del anterior, puesto que en lugar de la tradicional
pistola de inseminacion, utiliza instrumentos largos y delgados, que permitan el paso a través de
los anillos cervicales hasta una profundidad de 2 a 4 centimetros en el interior del cérvix. De esta
manera, es posible incrementar la fertilidad, incluso con la utilizacién de semen congelado-
descongelado, con valores superiores al 70% (Leeboeuf y cols., 2003) si bien requiere de

técnicos con mayor capacitacion y destreza.
Cuando se realiza esta técnica, se requiere ser cuidadoso para evitar perforar el cervix, ya
que un manejo brusco suele terminar con el deposito del semen en la cavidad abdominal y, en

consecuencia, con una disminucion de la fertilidad y posible peritonitis.

2.10.4.4. Inseminacion intrauterina por laparoscopia

La utilizacion de la laparoscopia para realizar la inseminacion artificial no se encuentra muy
extendida en pequefios rumiantes. Ello es debido a los factores restrictivos que implica dicha
técnica, como son una adecuada infraestructura (laparoscopio, fuente de luz fria), la necesidad
de personal cualificado y los costes asociadas a dicho procedimiento (Batista y cols., 2009). Por
esta razon, la inseminacion intrauterina por laparoscopia se utiliza basicamente para semen
congelado-descongelado, y practicamente queda limitada a centros de inseminacién (Ritar y
cols., 1990; Eppleston y cols., 1994; Leboeuf y cols., 2000; Cseh y cols., 2012).
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La técnica de laparoscopia consiste en la introduccion en la pared abdominal de dos o tres
canulas de 5 mm. Una de ellas sirve para deslizar el laparoscopio rigido, la segunda recibe el
aplicador del semen (denominado “aspic’) que presenta una aguja hipodérmica en el extremo,
para perforar la pared uterina y depositar el semen en el lumen uterino (Delgadillo, 2005; Cseh y
cols., 2012). El tamafio del aplicador es variable, pero suele oscilar entre 20 a 25 cm de longitud,

siendo en la mayoria de las ocasiones de un solo uso.

67



3. MATERIAL Y METODOS (GENERAL)




Material y Métodos

3. MATERIAL Y METODOS (GENERAL)

3.1. VALORACION DE LA CALIDAD SEMINAL IN VITRO
3.1.1. ANIMALES

Este trabajo se ha realizado utilizando machos y hembras de la especie caprina y raza Majorera.

Los animales presentaban las caracteristicas tipicas de la raza Majorera; segun Oliver (1995), la
cabra majorera se caracteriza por tener el pelo corto y policromado, cuernos en arco y sus
mamas, de coloracién pizarra, presentan un gran desarrollo. Todo esto hace que tenga un

biotipo marcadamente lechero con una gran adaptacion a la aridez.

Previo al comienzo de la experiencia, los machos fueron entrenados para la realizacion
de la recogida seminal mediante vagina artificial. Posteriormente, se realiz6 la seleccion de los
machos que entrarian a formar parte de la experiencia, descartando aquellos ejemplares que se
inhibiesen 0 no colaborasen en la recogida seminal, o bien que su calidad seminal fuera

deficiente.

Durante toda la fase experimental, se utilizaron un total de 8 machos de edades

comprendidas entre 1.5 y 6 afios de edad y con pesos que oscilaban entre los 50 y los 90 Kg.

Por otra parte, en las fases de valoracién de la calidad seminal in vitro, se utilizaron dos
hembras desempefiando su funcién como montura viva. Estas cabras fueron seleccionadas
atendiendo, por un lado, a su buen caracter y colaboracion, ya que eran hembras que aun no
estando en celo, debian permitir la monta del macho, sin ofrecer resistencia, y por otro lado, a su
constitucion fisica, ya que debian ser capaces de soportar sin problema el peso de cualquiera de

los machos donantes.

Los machos de la explotacion se encontraban separados de las cabras en un corral

aparte, existiendo interaccion visual, auditiva y olfativa entre ambos.
3.1.2. ALOJAMIENTO, ALIMENTACION Y PLAN SANITARIO

Los animales se encontraban alojados en la granja de la Facultad de Veterinaria de la

Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. La granja se encuentra situada en el municipio de
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Arucas (altitud: 100 metros), en la zona centro-norte de la isla (latitud 28° norte, longitud 15°
oeste). Las condiciones climaticas son de una temperatura media diaria que ronda los 14.5-

31.5°C y una duracion del dia que oscila en torno a las 10.5-14 horas de luz a lo largo del afio.

Las instalaciones de la explotaciéon se encuentran construidas a base de cemento y
hormigdn, ademas de hierro para los comederos y puertas. Los corrales presentaban zona de
sombra y zona de recreo al sol (superficie minima util por animal de 9 m?). Los bebederos se
encontraban al aire libre pero a la sombra, al igual que los comederos. Asimismo, la explotacion

presentaba corrales de aislamiento, lazareto y sala de lactancia artificial.

La alimentacion de los animales era a base de concentrado (millo, remolacha, cebada,
avena y soja), ademas de fibra en forma de heno de alfalfa ad libitum. Con estos componentes
se elabord la racion de acuerdo con lo descrito por Castro y cols. (2006). Asimismo, los animales

disponian de corrector vitaminico (Ovi-cap Classic®, Nutriblok) a libre disposicion.

Las condiciones higiénicas de la explotacion consistian en una limpieza diaria y
desinfeccidn periodica. La limpieza diaria se realizaba en los corrales, pasillos y en la sala de
ordefio, mientras que la desinfeccion tenia lugar cada 6 meses (0 antes si se consideraba
necesario), incluyendo tanto desparasitaciones de corrales como desinfeccién con cloramina T
(Halamid®, Fort Dodge).

El plan sanitario consistia en un programa de vacunacion de mamitis gangrenosa
(Gangrevac®, Fort Dodge), aborto (Bedsavac®, Fort Dodge), enterotoxemia (Basquin Plus CP®,
Ovejero), agalaxia contagiosa (Capri-Vac®, Fort Dodge), vacuna polivalente frente a
Micoplasma® (Agalax Tres®, Syva) y septicemia hemorragica (Oviplast Plus®, Intervet Schering
Plough Animal Health). Este plan vacunal se realizaba coincidiendo con el periodo de
cubriciones y en los primeros meses de gestacion. Asimismo, los animales, tanto hembras como
machos, eran sometidos a un tratamiento antiparasitario (Panacur®, Intervet) previo al parto, asi

como durante el periodo de lactacion.

Durante todo el periodo de recogidas seminales se comprobaba que los animales no

presentaban ningun tipo de patologia, haciendo especial hincapié en las patologias del aparato
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reproductor y enfermedades que pudiesen ser transmitidas mediante el semen. Concretamente
se realizaba una palpacion de los testiculos y la bolsa escrotal, valorando la consistencia,
firmeza, movilidad, simetria, asi como la ausencia de adherencias entre las diferentes tunicas
testiculares. Asimismo, se valoraba el prepucio y pene, confirmando que no presentaban
alteraciones (adherencias, retracciones cicatriciales) que podian limitar la exteriorizacion del
pene durante el proceso de recogida. Finalmente, un examen ultrasonografico (ecografo Aloka
SSD-500) de los testiculos y préstata confirmaba un estado adecuado de estas estructuras

reproductivas.

3.1.3. RECOGIDA SEMINAL

Previamente a la recogida seminal, si era necesario, se realizaba una limpieza del pene y
prepucio con suero fisiolégico atemperado, con objeto de eliminar los restos de orina, pelos,
exudados o suciedad que pudiesen generar una disminucion de la calidad del eyaculado

obtenido.

La recogida seminal fue siempre realizada por el mismo técnico. EI semen era obtenido
mediante vagina artificial IMV (Instruments de Médicine Vétérinaire, Francia) a 40-42°C, que se
conservaba en la estufa (38-40 °C) hasta el momento de la recogida seminal. La vagina
constaba de un cilindro rigido rodeado de una camisa de caucho, al que se conectaba un cono
de latex y el tubo colector graduado; toda la vagina quedaba rodeada por una cubierta para que

conservase mejor el calor y proteger el semen de la luz y las variaciones térmicas.

En cada procedimiento de recogida seminal, cada macho disponia, al menos, de una
vagina artificial. Si la recogida seminal se demoraba en exceso, bien porque el macho era reacio
al salto o por cualquier circunstancia imprevista, se procedia a la utilizacion de una nueva vagina
artificial. Se descartaban aquellas vaginas que no estuviesen suficientemente limpias, o con
fugas de agua o aire que pudiesen limitar el éxito de la recogida, o interferir con la calidad

seminal del eyaculado obtenido.

Para la monta se us6 una hembra debidamente inmovilizada, no necesariamente en

celo, para facilitar la tarea de recogida.
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3.1.4. CONTRASTACION SEMINAL

Una vez recogido el semen en los tubos colectores, éstos se depositaban en un bafio Maria a
37°C para proceder a la determinacién de los distintos parametros seminales. Las caracteristicas
macroscopicas valoradas fueron el volumen y el color, mientras que a nivel microscopico se
determinaba la concentracion espermatica, la motilidad progresiva, la vitalidad espermatica y los

porcentajes de morfoanomalias y acrosomias.

3.1.4.1. Pruebas macroscopicas

. Volumen del eyaculado
El volumen del eyaculado se registrd en mililitros mediante observacion directa en el tubo

colector graduado utilizado para la recogida.

Il. Color del eyaculado

El color del eyaculado se valoraba de forma visual, directamente en el tubo colector de recogida,
aceptando como colores normales toda la gama que oscilaba desde el blanco lechoso hasta el
amarillento. De esta forma, fueron descartados todos los eyaculados que tuviesen colores rojizos
(presencia de sangre), amarillo (presencia de pus), o cualquier otra tonalidad fuera de lo normal.
La valoracion del color se realizaba siempre por el mismo técnico, no pasando nunca mas de 5

minutos desde la recogida.

3.1.4.2. Pruebas microscdpicas

. Motilidad individual progresiva

La motilidad individual progresiva se analizo tras diluir una muestra de semen a razén de 1:20 en
solucion de lavado (Tabla 1) a 37°C y observando una gota de dicha solucién entre portaobjetos
y cubreobjetos, generando una fina pelicula que permitia determinar el nimero de
espermatozoides moviles en la muestra. Los portaobjetos y cubreobjetos, asi como las pipetas
Pasteur utilizadas para procesar el semen, eran mantenidos a 37°C mediante una placa

calefactora HT-200 (Minitlibe Ibérica, Espafia), que calentaba a su vez la pletina del microscopio.
La determinacion subjetiva de la motilidad progresiva se realizaba utilizando un

microscopio Olympus BH2-NIC-2 de contraste de interferencia diferencial provisto de una placa

calefactora atemperada a 37°C, entre 200 y 400 aumentos, valorando un minimo de 8-10
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campos localizados en la zona central del cubreobjetos (Cabrera y cols., 2005). La valoracion del
movimiento se realizaba sobre aquellos espermatozoides que presentaban un movimiento
progresivo de avance, descartando aquellos espermatozoides que presentasen movimientos

circulares, rotatorios o vibratorios.

La determinacion subjetiva de la calidad seminal fue siempre realizada por el mismo
observador durante todas las experiencias in vitro. El valor de motilidad de cada muestra era el
resultado de hallar la media de las valoraciones de los diferentes campos observados,

aproximandolo al 5% mas cercano.

Tabla 1. Solucion de lavado utilizada en el procesado del semen

Tris (Hidroximetil) Aminometano —.............. 3.029¢
GlUCOSA i 0.500 ¢
Acido GItTICO  ...vveeevvveeeeee e, 1589 ¢
Penicilina ... 50.000 UI
Estreptomicina  .....ccoooeiiiiiiiii 50 mg
AH20 Hasta 100 ml

La valoracion objetiva de la motilidad individual progresiva se realizd mediante un
sistema computerizado asistido de andlisis espermatico (Sperm Vision Lite®, Minitlibe Ibérica,
Espafia). Las variables seminales incluidas en el anélisis fueron el porcentaje total de
espermatozoides moviles, el porcentaje de espermatozoides con movilidad progresiva, el
porcentaje de espermatozoides con movilidad local y el porcentaje de espermatozoides no
moviles. Para cada muestra diluida, se tomaba de 1 a 2 alicuotas de 10 pL que se depositaban
en una camara Makler a 37°C, y los espermatozoides contenidos en al menos 7 campos
(seleccionados de manera aleatoria) de cada una de las alicuotas eran evaluados para
determinar la motilidad espermatica; al menos 2000 espermatozoides/alicuota fueron evaluados
para definir los parametros de motilidad. Los parametros del analisis espermatico eran los
siguientes: numero de fotogramas, 16; fotogramas por segundo, 25; velocidad limite para
espermatozoides no métiles, 10 um/s; velocidad limite para espermatozoides con motilidad local,
20 um/s; velocidad limite para espermatozoides con motilidad baja, 30 um/s; velocidad limite

para espermatozoides con velocidad media, 60 um/s; filtro para particulas, 20%.
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Il. Concentracion espermatica

Para la determinacidn de la concentracion espermatica de cada eyaculado, se hacia una dilucién
1:400 del semen en solucion salina formolada al 0.3% (Tabla 2). De esta forma, los
espermatozoides podian ser contados mediante el uso de un hemocitdmetro. La camara del
hemocitdmetro era cargada con la dilucién mediante capilaridad. La valoracion se realizaba en
un microscopio éptico a 400 aumentos (Olympus BH2-NIC-2). El niumero de espermatozoides
observados en una superficie de 0.2 mm2 (80 cuadros pequefios de 0.0025 mm? cada uno y
distribuidos en 5 cuadros mayores), era multiplicado por 20.050.000, teniendo en cuenta la
dilucién realizada (1/401) y el volumen cubierto con el recuento (0.2 mm2 x 0.1 mm de altura =

0.02 mm3). De esta forma, obtenemos la concentracion de espermatozoides por mililitro.

Tabla 2. Solucion salina formolada

NaCl..oooi 9¢g
AH20......c Hasta 1000 mi
Solucién de formaldehido (35-40%)................. 8,5 ml

Una vez hallada la concentracion de espermatozoides por mililitro y conociendo también
el volumen del eyaculado, podiamos calcular el numero de espermatozoides totales por
eyaculado, multiplicando estos dos datos entre si. La determinacién de la concentracidn (por mly

total) se realizaba por duplicado.

Del mismo modo, en numerosas ocasiones al comienzo de las diferentes experiencias,
la determinacion del numero de espermatozoides presente en cada eyaculado se realizaba
también mediante un fotometro especialmente disefiado para la medicién de la concentracion
espermatica (Fotdmetro Spermacue®, modelo 12300/0500, Minitiibe Ibérica, Espafia). Para ello,
sirviendonos de una pipeta Pasteur, se rellenaba una microcubeta del sistema con una pequefia
muestra de semen. Acto seguido, la microcubeta era introducida en el fotémetro, determinando

la concentracion de espermatozoides por ml de eyaculado.
Il. Vitalidad espermatica

El porcentaje de espermatozoides vivos se analizd mediante el uso de una tinciéon supravital

(Barth y Oko, 1989), con los colorantes eosina y nigrosina (Tabla 3). Sobre un portaobjetos a
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37°C, se mezclaba una gota de semen diluido a razén 1:20 en solucion de lavado (mantenida a
37°C) con una gota de colorante, también atemperado a 37°C. Una vez mezcladas ambas gotas,
se realiza una extension con ayuda de otro portaobjetos que se deslizaba sobre el primero,

formando un angulo de 30-40° entre ambos.

Esta extensidn se secaba rapidamente al aire y se observa a microscopio 6ptico a 1000
aumentos (Olympus BH2-NIC-2), con aceite de inmersidn. Los espermatozoides que mostraban
algun indicio de coloracién rosada en su estructura, indicativo de alteracion de la membrana,
eran considerados muertos. Por su parte, los que se presentaban totalmente blancos, indicativo
de que presentaban una membrana funcional que impedia el paso de los colorantes, eran

considerados como Vivos.

Para determinar el porcentaje de espermatozoides vivos se procedié al recuento de 200

espermatozoides en total por cada muestra seminal.

Tabla 3. Tincién supravital para determinar el porcentaje de espermatozoides vivos

EosinaB azulada.................ccccceeeiiii, 19
NIQroSINA. ....vveiiiiee e 8¢
AH20. oo, Hasta 100 ml

IV. Porcentaje de morfoanomalias

Para la determinacion de este parametro, se colocaba una gota del semen diluido a razéon de
1:20 (en solucién de lavado) en un portaobjetos a 37°C. Con ayuda de otro cubreobjetos a 37°C
se hacia extension de la gota y se dejaba secar al aire. Una vez seca, se tefiia mediante la
bateria de colorantes Spermac® (Minitiibe Ibérica, Espafia), siguiendo las instrucciones del

fabricante de la bateria de colorantes.

Posteriormente, mediante la utilizacion de un microscopio dptico de contraste de fases
(Olympus BH2-NIC-2), a 1000 aumentos, con el objetivo de inmersidn, se hacia recuento de 200
espermatozoides de cada muestra, valorando las distintas morfoanomalias que se presentaban.

Las morfoanomalias que se valoraron se diferenciaron en morfoanomalias de cabeza
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(microcefalia, macrocefalia, malformacion, cabezas sueltas, etc.), de pieza intermedia (gota
citoplasmatica, pieza intermedia rota, etc.) o de cola (colas rotas, colas enrolladas o dobles

colas, etc.).

V. Acrosomias

El porcentaje de acrosomias se determinaba en la misma extension realizada para el porcentaje
de morfoanomalias y siguiendo la misma pauta. Se valoraban 200 espermatozoides de cada
muestra distinguiendo entre espermatozoides con acrosoma normal y aquellos que presentaron
alguna alteracién de cualquier tipo en su estructura acrosomica (acrosoma desprendido,
acrosoma rugoso, otros defectos en acrosoma), para luego calcular el porcentaje

correspondiente.

3.1.5. PROCEDIMIENTOS DE DILUYOCONSERVACION SEMINAL
Tras la recogida, contrastacion y seleccion de los eyaculados que iban a formar parte del
estudio, se comenzaba con el proceso de diluyoconservacion, que constaba de 3 fases: lavado,

dilucién y equilibrado.

3.1.5.1. Lavado

El lavado del semen es un proceso necesario en el caso de congelacion de semen de caprino,
ya que los liquidos espermaticos son ricos en lipasas. Estas lipasas han de eliminarse, si no
fuera asi, la membrana lipidica de los espermatozoides iria degradandose, acortando la vida de

los espermatozoides criopreservados (Leboeufy cols., 2000; Cseh y cols., 2012).

Con este objetivo, se realizaban dos lavados consecutivos de cada eyaculado. En primer
lugar, el eyaculado era diluido hasta 10 ml, con solucion de lavado atemperada a 37°C (Tabla 1)
y era posteriormente centrifugado durante 15 minutos a 700 x g. De esta forma, los
espermatozoides quedaban precipitados, y con la ayuda de una pipeta Pasteur, se eliminaba el
sobrenadante. A continuacion, se realizaba el segundo lavado, adicionando la solucidn de lavado
(hasta 10 ml) a temperatura de laboratorio (20-25°C), y se centrifugaba de similar forma que en
la primera ocasion. El objetivo de este procesado era que la temperatura del eyaculado fuese
disminuyendo progresivamente y evitar o reducir al minimo los efectos nocivos de un shock

térmico.
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Una vez centrifugado, se retiraba el sobrenadante con la ayuda de una pipeta Pasteur, y

ya se comenzaba con el proceso de dilucion del semen.

3.1.5.2. Dilucién

Para la dilucion y conservacion de semen se utilizaban basicamente diluyentes a base de yema

de huevo, TRIS (hidroximetil), glucosa, &cido citrico, antibidticos (penicilina y estreptomicina) y
en su caso glicerol, tal y como se muestra en la Tabla 4. Estos diluyentes ya habian sido testado
con éxito para la criopreservacion del semen caprino en las razas canarias (Cabrera y cols.,
2005).

Tabla 4. Composicion de los diluyentes empleados en la experiencia (por cada 100 ml)

Yema de huevo..........cccceeeeiiiiiiiin, 12 ml
% GlIUCOSA. ... 044¢
é‘ Acido GItFICO. ......veveeeeeveeeeeeeee 1.398 g
= PENIGHING ... .eovverreeeerreessee e 44.000 Ul
Estreptomicina...........cccoeeeviiiiiiiniininn, 44 mg
Yema de huevo...........cccoeevvvvinieneninne, 11.04 ml
= GlUCOSA. ... .vvvvveiiiriiiieeeecre e 040¢
%i ACIdO CItFCO. ... 129¢
a Penicilina...........ccooeeviiiiiiii e, 40.480 Ul
Estreptomicina..........cccoeeeeiiiiiiiiiininn, 40.48 mg
GlICErOl.....vveeeeeiei e, 8%

La cantidad de diluyente a afiadir se calculaba partiendo de los datos, ya conocidos, de
concentracion de cada eyaculado. Conociendo esta concentracion, se le afiadia la cantidad de
diluyente suficiente para obtener la concentracion final buscada, que fue distinta en cada uno de

los experimentos.

De manera general, una vez definida la cantidad total de diluyente a afiadir, ésta se

dividia a su vez entre 2. La primera fraccién (diluyente 1) seria de diluyente que no contiene
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glicerol; la segunda fraccion (diluyente Il) habria de contener un 8% de glicerol, solamente en el
caso del semen que fuese a ser conservado mediante congelacion. Si el semen iba a ser
conservado a otra temperatura que no fuese la de congelacion (temperatura ambiente,
refrigeracion), la segunda fraccion del diluyente (si fuese necesario afiadir) era similar que la

primera fraccion.

Los diluyentes se afiadian habitualmente a temperatura de laboratorio (20-25°C). El
diluyente | o fracciéon no glicerolada se afiadia de una vez, y tras resuspender la dilucién
mediante la utilizacion de pipetas Pasteur, se aguardaba 10 minutos antes de afiadir el diluyente
Il. Por su parte, el diluyente Il o fraccion glicerolada, utilizada Unicamente en eyaculados
destinados a la congelacion, se adicionaba (gota a gota, dejando resbalar por las paredes del
tubo que contenia la dilucion), dividido en 3 alicuotas, de igual volumen, separadas entre si 10
minutos. De esta forma, transcurria el tiempo suficiente para que los espermatozoides se

adaptasen a las nuevas condiciones de pH y osmolaridad.

Una vez diluido el semen, se procedia a envasarlo en pajuelas de plastico de 0.5 ml, que
fueron llenadas mediante aspiracion, a temperatura ambiente, dejando una camara de aire de
aproximadamente 1 centimetro de longitud en el extremo abierto de las pajuelas. El sellado de

las pajuelas se llevd a cabo mediante bolitas selladoras de distintos colores para identificarlo.

3.1.5.3. Equilibrado

En todas aquellas experiencias en las que el semen se conservd congelado o refrigerado, las

pajuelas una vez llenas y selladas, se introducian en una nevera (Liebherr®, Pamplona, Espafia)
a 4°C, que permitia el descenso de la temperatura desde los 20-25°C hasta los 4-5°C de forma
paulatina. Este descenso se monitorizaba con un termometro Crison TM 65 con sonda de
inmersion, confirmando que tardaba alrededor de 1.5-2 horas hasta alcanzar la temperatura de
4-5°C.

Una vez que el semen diluido llegaba a la temperatura de 4-5°C, el tiempo que las
pajuelas permanecian a 4-5°C oscilaba entre 2-4 horas, en funcion de los experimentos
programados. Una vez finalizado el periodo de equilibrado y antes de continuar con el proceso

de congelacién, se seleccionaban algunas pajuelas de manera aleatoria y se procedia a estimar
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el grado de calidad seminal, mediante la valoracion de la motilidad espermatica y los porcentajes

de acrosomias y morfoanomalias.

3.1.6. PROTOCOLOS DE CONGELACION Y CONSERVACION SEMINAL

En funcién de las experiencias que posteriormente seran explicadas con detalle, el semen fue
conservado mediante distintos sistemas, variando ligeramente el protocolo en funcion del disefio
experimental. De esta manera, una vez finalizado el periodo de equilibrado, se comenzaba con el
protocolo de crio-preservacion. Este proceso se llevd a cabo basicamente de dos formas
distintas en funcién del método de congelacion que fuéramos a utilizar. Los protocolos que se

utilizaron en las experiencias eran alguno de los siguientes:

- Pajuelas congeladas en nitrégeno liquido: tras el periodo de equilibrado, las pajuelas se
depositaban en una rampa metalica, que se situaba dentro de una caja de poliestireno, con
nitrégeno liquido en su interior. De esta forma, las pajuelas se situaban a unos 4-5 cm sobre la
superficie del nitrogeno liquido, permaneciendo durante unos 15-20 minutos sometidas al efecto
de los vapores de nitrégeno (Cabrera y cols., 2005). Una vez transcurrido el tiempo
correspondiente, las pajuelas se sumergian en el nitrégeno liquido y se almacenan en este

medio hasta el momento de su utilizacion.

- Pajuelas congeladas en ultracongeladores de -152°C: tras el proceso de equilibrado, las
pajuelas eran trasladadas (a 4°C) desde la camara frigorifica hasta el ultracongelador de -152°C
(Alamo y cols., 2005), para ser directamente introducidas en el ultracongelador, quedando
almacenadas de esta forma hasta el momento de su utilizacién. Las caracteristicas del
ultracongelador y el procedimiento de congelacion se describen al detalle en la primera de las

experiencias.

3.1.7. DESCONGELACION Y VALORACION DE LA CALIDAD SEMINAL POST-
DESCONGELACION

La descongelacion de las dosis seminales se llevo a cabo sumergiéndolas directamente en agua
atemperada a 37°C durante 30 segundos como minimo. Con aquellas pajuelas que no habian

sido bien selladas mediante microbolitas selladoras, habia que tener la precaucién de no
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sumergirlas por su extremo abierto para evitar que pasase agua a su interior, circunstancia que

seria letal para los espermatozoides.

Una vez transcurridos los 30 segundos, las muestras destinadas a ser valoradas in vitro
fueron sometidas al siguiente protocolo: el contenido de cada pajuela fue diluido en 1.0 ml
(dilucion 1:2) de buffer TRIS (2.4 gr de Tris Aminometano, 1.4 g de &cido citrico, 0.8 g de
glucosa, 0.06 g de Bencilpenicilina, 0.218 gr de estreptomicina, agua destilada hasta 100 ml),
atemperado a 37°C. Tras diluir la muestra, ésta se mantenia a 37°C (bafio Maria) y se
aguardaba unos 5 minutos antes de valorar la calidad seminal. El propésito de esta préactica era
dar tiempo a los espermatozoides para que se reactivasen correctamente de su letargo gracias a

una temperatura dptima para su actividad.

Transcurrido este periodo de tiempo, procediamos a la determinacion de los parametros
de motilidad individual progresiva, porcentaje de acrosomias y porcentaje de morfoanomalias,
haciendo distincion entre los distintos tipos existentes. Todas estas valoraciones se llevaron a

cabo segun lo ya explicado en el apartado de contrastaciéon seminal.
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3.2. SINCRONIZACION DEL CELO, INSEMINACION ARTIFICIAL Y TASA DE FERTILIDAD
3.2.1. ANIMALES

Los animales que formaron parte de la fase in vivo de los diferentes experimentos, se

encontraban en las condiciones de alojamiento, alimentacion y plan sanitario ya descritas en el

apartado 3.1.2.

l. Hembras

En esta fase de las experiencias se utilizaron hembras de diversas edades, si bien todas las
cabras eran mayores de 12 meses, y habian alcanzado la pubertad, al menos 2 meses antes de
ser sometidas a ningun tratamiento. Previamente a cualquier experiencia, se confirmaba que las
hembras se encontraban en un buen estado de salud, mostraban celos regulares cada 20-21
dias y se realizaba un examen ecografico del aparato genital, para confirmar que los animales no

presentasen ningun tipo de problema reproductivo que pudiese limitar su fertilidad.

Il. Machos
Los machos utilizados en esta fase experimental fueron los mismos que en el apartado anterior.

En este caso, fueron utilizados para detectar los celos.

3.2.2 TRATAMIENTO DE INDUCCION Y SINCRONIZACION DEL CELO Y LA OVULACION

Las hembras fueron sincronizadas mediante la insercion de esponjas intravaginales impregnadas
con acetato de fluorogestona (20-45 mg de FGA, Chronogest®, Intervet) durante 11 dias. El dia
9 tras la colocacion de las esponjas se inyecto, via intramuscular, 7.5 mg de luprostiol (1 ml,
Prosolvin®, Intervet) para asegurar la regresion luteal y 200 Ul de Gonadotropina Corionica

Equina (eCG, Foligon®, Intervet), retirando las esponjas 2 dias mas tarde.

Para determinar el momento 6ptimo de la inseminacion artificial, se realizd una
exhaustiva deteccion de los celos mediante la utilizacion de machos enteros. Esta deteccion de
celos se iniciaba entre 12 a 24 horas tras la retirada de las esponjas y, a partir de este momento,
se realizaban chequeos cada 8-12 horas. De manera general, cada cabra se testaba de manera
individual, presentandose a un macho entero, provisto con arnés, durante un periodo minimo de
3 a 5 minutos. Se consideraba que la hembra se encontraba en celo, cuando permitia el cortejo y

el salto por parte del macho testador.
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3.2.3. MOMENTO Y PROCEDIMIENTO DE LA INSEMINACION ARTIFICIAL

Una vez que se detectaban los primeros sintomas de celo, se realizaba la primera inseminacion
12 horas mas tarde, y después de ésta se repetian inseminaciones cada 12 horas hasta el fin del
celo (definido como el rechazo evidente de la hembra a ser cubierta por el macho), con un
minimo de 2 y un mé&ximo de 3 inseminaciones consecutivas. A efectos de calcular la edad

gestacional, la fecha de la ultima inseminacion se consideraba como dia 0 de gestacion.

Se decidio llevar a cabo este protocolo de inseminacion artificial atendiendo, por una
lado, al hecho de que la ovulacién en la especie caprina tiene lugar hacia el final del celo o
incluso terminado el mismo (Greyling y Van-Niekerk, 1990; Gonzalez y cols., 1999). Por otro
lado, se asumia que el semen descongelado y conservado a la temperatura corporal del tracto
genital femenino (Leboeufy cols., 2000), pierde calidad en un plazo méximo de 12 horas tras su
descongelacion. La intencién de este protocolo era asegurar, de una forma bastante fiable, que
existiesen espermatozoides activos a disposicion en el momento 6ptimo para la fecundacion del

ovulo.

La inseminacion artificial se realizd de forma pericervical mediante visualizacion directa

de la entrada del cuello del utero. Este proceso era llevado a cabo de la siguiente manera:

a. Posicionamiento de la hembra: las hembras eran colocadas sobre un potro de
elaboracion propia. Este potro se situaba bajo sus caderas, para que el tercio posterior del
cuerpo quedara por encima del resto del animal. De esta forma, todo el paquete intestinal se
desplazaba por gravedad en sentido craneal, facilitando la visualizacién y las maniobras dentro

de la vagina.

b. Localizaciéon del cérvix: una vez colocada la hembra en posicion, se introducia un
espéculo vaginal (lubricado con solucién no espermicida) a través de los labios vulvares y con la

ayuda de una fuente de luz fria, se visualizaba el cérvix en el fondo de la vagina.
C. Inseminacion propiamente dicha: tras preparar las dosis seminales (como se explicara

en el siguiente apartado), se introduce el catéter de inseminacion (modelo Quicklock, pistola de

inseminacion para ovino y caprino, Minitibe Ibérica, Tarragona, Espafia) cargado con la muestra,
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a través de los labios vulvares. Durante el procedimiento, se intentaba no tocar las paredes
vaginales, y con suavidad se introducia la vaina por el cérvix, procurando avanzar entre 1-2 cm
a través del cuello uterino; en aquellas ocasiones donde no fuese posible atravesar el cérvix, el
semen se depositaba en el fondo de la vagina, justo sobre la apertura cervical. En cualquier
caso, el tiempo maximo empleado en realizar la inseminacion oscilaba entre 30 y 60 segundos

por animal.

d. Una vez depositado el semen, se retiraba con cuidado todo el instrumental y se
realizaban una serie de masajes vulvares, con objeto de estimular las contracciones
ascendentes de la musculatura vaginal y cervical. Finalmente, se bajaba al animal del potro,
evitando movimientos bruscos y procurando que el animal no orinase en los primeros minutos

tras la inseminacion.

3.2.4. PREPARACION DE LAS DOSIS DE INSEMINACION ARTIFICIAL

A cada hembra se le asignaba semen de un donante en concreto, procedente de un protocolo
determinado de preservacion y conservado durante un tiempo concreto, con el que se
inseminaria todas las veces que fuese necesario. De esta forma, todas las inseminaciones

consecutivas de una misma cabra se realizaron con semen de similares caracteristicas.

Una vez seleccionadas las muestras, se descongelan sumergiéndolas en agua a 37°C
durante 30 segundos. Transcurrido este tiempo, se secaba bien la pajuela, se cargaba en el
catéter de inseminacién y se cubria con la vaina de inseminacion (limpia y nueva cada vez)
atemperando todo el material a 37°C. Una vez montado el catéter, se introducia generalmente en
una estufa a 37°C, con objeto de que el semen no sufriese cambios bruscos de temperatura
hasta que la hembra estuviese completamente preparada. El tiempo maximo transcurrido desde
la preparacion de las pajuelas, hasta la realizacion del procedimiento de inseminacion oscilaba

entre 4 y 6 minutos.

En cada inseminacion se utilizaron pajuelas de 200 x 108 espermatozoides cada una, o
lo que es lo mismo, en cada inseminacién se introducian en el tracto vaginal 400 x 108 de
espermatozoides, asegurando de esta forma que introducimos al menos 100 x 106 — 120 x 108

espermatozoides méviles (30% de motilidad progresiva en los 400 x 108 de espermatozoides).
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3.2.5. DIAGNOSTICO DE GESTACION

El diagnostico de gestacion se llevd a cabo mediante ecografia transabdominal. La
ultrasonografia transabdominal se realiz6 utilizando un ecdgrafo Aloka SSD-550 provisto con un
transductor lineal de 3.5-5 MHz. Con el animal sujeto y en pié, el transductor con gel de contacto
se situaba sobre el area inguinal de la pared abdominal ventral derecha, a la altura de la
insercion mamaria. Se consider6 que los animales estaban gestantes cuando se observaba con
claridad la vesicula embrionaria con el correspondiente embrién en su interior y se evidenciaba

latido cardiaco (Lavoir y Taverne, 1989; Martinez y cols., 1998).

El diagnéstico de gestacion se realizd el dia 35 de gestacion, intentado identificar el
numero de embriones presentes. Posteriormente, los animales se reevaluaban a los 60, 90 y 120
dias, comprobando si habia existido mortalidad embrionaria y valorando el normal crecimiento
fetal. Finalmente, el dia 140 de gestacion se volvié a repetir una nueva ecografia, para confirmar
que los fetos mostraban signos de vitalidad, antes de iniciar los tratamientos de induccién del

parto.

3.2.6. PARTO, FERTILIDAD Y PROLIFICIDAD

El dia 145 de gestacion, las cabras gestantes fueron inducidas al parto. La induccién al parto se
realizd con el objeto de intentar agrupar los partos, pudiendo de esta manera realizar una
atencién mas especifica en el momento del nacimiento. De esta manera, se identificaban y
solucionaban aquellas distocias que se presentaron, asi como se registraba de manera estricta y
eficaz numeroso datos relacionados con el parto, como nimero de cabritos por madre, sexos,

pesos al nacimiento,...

La induccion de los partos se realizd mediante inyeccion por via intramuscular de
prostaglandinas, entre 3.75-7.5 mg de Luprostiol (Prosolvin®, Intervet). La mayoria de los
tratamientos se administraron entre las 06:00-08:00 horas. A partir de 20-24 horas tras los
tratamientos de induccién, las cabras se vigilaron constantemente para valorar diferentes
parametros (intervalo tratamiento-parto, incidencia de distocias, muerte neonatal, retencion de

placenta, muerte materna).
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Finalmente, se definio como fertilidad al porcentaje de hembras que habian quedado
gestantes tras las inseminaciones artificiales. Este dato se registr6 mediante diagnéstico de
gestacion por ecografia transabdominal, tal y como ya se explicé en el apartado anterior. Por
fertilidad a término se definio el porcentaje de hembras que quedaron gestantes y llegaron a
término la gestacion. Por su parte, se considero como prolificidad a la media del numero de

cabritos obtenidos de cada parto.
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4.1. EXPERIENCIA I: UTILIZACION DE LOS ULTRACONGELADORES DE -152°C PARA LA
PRESERVACION DEL SEMEN EN LA ESPECIE CAPRINA: RESULTADOS IN VITRO Y
FERTILIDAD TRAS INSEMINACION ARTIFICIAL

4.1.1. INTRODUCCION

La inseminacion artificial (IA) con semen fresco, refrigerado o congelado-descongelado es una
herramienta basica para la cria de ganado caprino, facilitando la difusion del semen caprino con
alto valor genético (Leboeuf y cols., 2000; Hidalgo y cols., 2007). En los ultimos afios, la
inseminacién artificial con semen fresco se ha convertido en una técnica comin en ganado
caprino (Roca y cols., 1997; Leboeuf y cols., 2003a; Paulenz y cols., 2005), sin embargo, el uso
comercial del semen congelado y conservado se encuentra relativamente limitado en la

reproduccion caprina.

Al igual que en otros mamiferos domésticos, el proceso de congelacion reduce la
viabilidad de los espermatozoides caprinos; el porcentaje de fertilidad de cabras inseminadas
con semen congelado-descongelado, oscila entre el 30 y el 70% (Ritar y cols., 1983; Ritar y
cols., 1990; Baril y cols., 1993; Singh y cols., 1995; Karatzas y cols., 1997; Leboeuf y cols.,
2003a; Salvador y cols., 2005; Dorado y cols., 2007), mientras que con semen fresco o
refrigerado se registran valores entre el 60 y el 80% (Dauzier y cols., 1966; Ritar y cols., 1983;
Roca y cols., 1997; Paulenz y cols., 2005). Mediante inseminacion artificial transcervical, una
baja proporcion de espermatozoides atraviesan el canal cervical; en consecuencia, se precisa de
un mayor numero de espermatozoides para obtener tasas razonables de fertilidad (Baril y cols.,
1993; Roca y cols., 1997; Gacitua y cols., 2005). Diferentes estudios han sefialado este hecho
como un obstaculo a la hora de realizar inseminacion artificial en pequefios rumiantes (Gacitua y
cols., 2005; Kaabi y cols., 2006). Por otro lado, se obtienen mejores resultados de fertilidad si la
inseminacién se realiza de manera intrauterina, mediante laparoscopia (Ritar y cols., 1990;
Eppleston y cols., 1994); sin embargo, los altos costes asociados con este procedimiento
y la necesidad de técnicos cualificados para llevarla a cabo, son factores limitantes para el uso

de esta técnica en caprino.

La criopreservacion de las pajuelas en nitrdgeno liquido (NL) es el protocolo estandar

para congelar y almacenar semen caprino. Otros estudios han descrito la congelacién seminal
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mediante la colocacion de pellets de semen en hielo seco a -79°C, pero requiere igualmente de
nitrégeno liquido para su almacenaje (Leboeuf y cols., 2000). En algunas areas geogréficas, el
NL no siempre es facil de conseguir y su coste es relativamente elevado. El desarrollo de la
liofilizacion y los métodos de vitrificacion, evitando el uso de NL, se ha postulado como
alternativas viables para la criopreservacion espermatica (Holt, 1997). Sin embargo, no se han
desarrollo un numero suficiente de ensayos in vivo como para confirmar la efectividad de estas
estrategias alternativas. Por otro lado, otro estudio (Gacitua y cols., 2005) realizado en la especie
caprina, describe mayores tasas de fertilidad tras realizar inseminacion artificial con semen
congelado usando una maquina de congelacién direccional; sin embargo, en este estudio

también se utilizdo NL para almacenar el semen.

En la especie canina, diferentes experiencias (Alamo y cols., 2005; Batista y cols., 2006)
han confirmado que el uso de ultracongeladores de -152°C para la congelacion y conservacion
de muestras de semen, puede representar una alternativa potencial al NL. Un estudio preliminar
desarrollado por nuestro grupo de investigacion (Medrano y cols., 2002) valoré, por primera vez,
el uso de ultracongeladores de -152°C para la congelaciéon y almacenamiento de semen
procedente de machos cabrios de la raza Majorera. Los resultados de este estudio confirmaron
que la calidad seminal in vitro (hasta dos meses tras la congelaciéon) no mostraba diferencias
estadisticamente significativas entre pajuelas congeladas y almacenadas en NL, y pajuelas
congeladas y conservadas exclusivamente en ultracongeladores de -152°C. Sin embargo, hasta
el momento de la presente experiencia, no se habian evaluado los resultados de calidad seminal
tras un largo periodo de almacenamiento mediante este método; asimismo, no se han
completado ensayos de fertilidad que permitan definir la capacidad fertilizante de semen

congelado y conservado mediante ultracongeladores de -152°C.

El objetivo de este experimento fue evaluar el uso de ultracongeladores de -152°C tanto
para congelar como para almacenar semen caprino durante pequefios periodos de tiempo (1, 3
meses) y periodos mas prolongados (12 meses). Ademas, se llevaron a cabo ensayos in vivo
para determinar la fertilidad del semen caprino de la raza Majorera, congelado y conservado
mediante ultracongeladores de -152°C durante dos periodos definidos (1 mes, 6 meses) de

almacenamiento.
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4.1.2. MATERIAL Y METODOS
4.1.2.1. Experimento 1

. Animales

En este primer experimento, cinco machos cabrios de la raza Majorera, con edades
comprendidas entre 3.5 y 5 afios, fueron seleccionados por su valor reproductivo. El estudio se
llevd a cabo en la granja de la Facultad de Veterinaria de la ULPGC. Los animales se
encontraban alojados, con una alimentacion y plan sanitario como ya se ha descrito en la
seccion general de Material y Métodos. Todo el trabajo experimental se desarrollo de acuerdo

con la legislacion espafiola de bienestar y experimentacion animal.

Il. Disefio experimental

El objetivo de la primera fase del experimento (Figura |) era comparar la calidad seminal in vitro
del semen congelado y conservado en nitrégeno liquido (NL) y la del semen congelado y
conservado en ultracongelador de —152°C (ULF). Asimismo, se perseguia comprobar si la
calidad seminal sufria alguna modificacién en funcién del periodo de almacenamiento, en los dos
protocolos de crioconservacion anteriormente resefiados. Finalmente, un ltimo objetivo de este

experimento era comprobar si existia variabilidad individual en la congelabilidad del semen.

Con tal fin, se recogieron diferentes eyaculados a un total de 5 machos, que se
procesaban de manera individual y que una vez finalizado el proceso de diluyoconservacién,
eran sometidos a dos protocolos diferentes de crioconservacion (NL, ULF). Posteriormente, el
semen era valorado mediante los procedimientos habituales de contrastacion (motilidad
individual progresiva, porcentaje de morfoanomalias, porcentaje de acrosomias), tras diferentes

periodos de conservacion (1 dia, 1 mes, 3 meses, 12 meses).

lll. Recogida y evaluacién seminal.

Durante la estacién reproductiva (Septiembre-Noviembre 2006), se recogi6, mediante vagina
artificial, semen de cada macho, dos veces a la semana durante 5 semanas (10 eyaculados por
animal). Inmediatamente tras la recogida, los eyaculados fueron colocados al bafio Maria (37°C)
y se separ6 una alicuota de cada muestra para ser valorada. A nivel macroscépico, se valoraba
el volumen y el color del eyaculado, mientras que a nivel microscopico se determind la motilidad

individual (total y progresiva), la concentracién espermatica y los porcentajes de morfoanomalias
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y acrosomias. Los métodos y criterios utilizados para valorar las caracteristicas seminales ya se
han descrito con anterioridad; brevemente resefiar que la concentracion espermatica se
determinaba tanto mediante hemocitometro como mediante la utilizacién del Spermacue®. La
motilidad individual progresiva se analizd aproximadamente 5 minutos tras la recogida seminal,
con objeto de que el semen se estabilizase a una temperatura constante, y para que todas las
muestras se evaluasen de manera similar. Tras diluir (ratio 1:20) una alicuota en solucion de
lavado, se procedia a la determinacién del porcentaje de espermatozoides con motilidad
individual, tanto de forma subjetiva como objetiva (sistema CASA). Finalmente, el porcentaje de
morfoanomalias y acrosomias se determinaban mediante el protocolo de tincién Spermac®

(Minitube Ibérica, Espafia), valorando un minimo de 200 espermatozoides por muestra.

Para el estudio, solo se seleccionaron aquellos eyaculados con una motilidad progresiva
superior al 75%, un porcentaje de acrosomas intactos >75% y un porcentaje de espermatozoides

sin morfoanomalias >85%.

IV. Procesado seminal

Entre 5 y 10 minutos tras la recogida seminal, los eyaculados de cada macho fueron lavados
para retirar el plasma seminal, mediante la utilizacion de una solucién de lavado, tal y como se
ha explicado en apartados previos. Tanto los lavados como el posterior procesado del semen se
realizo de manera individualizada para cada macho cabrio. Una vez finalizada la centrifugacion y
retirado el sobrenadante, el pellet era diluido (1:3) con un primer diluyente (no glicerolado) a base
de TRIS (Tabla 4). De esta manera, una vez calculada la concentracién espermatica, cada
muestra era diluida (a temperatura ambiente, 20°C) con este primer diluyente, hasta alcanzar
una concentracion de 800 x 106 espermatozoides/ml. Unos 5 minutos mas tarde, se realizaba
una segunda dilucion (Tabla 4), en tres pasos y separados 10 minutos entre si, afiadiendo esta
fraccion glicerolada a temperatura ambiente, hasta alcanzar una concentraciéon de 400 x 106
espermatozoides/ml. Finalmente, el semen diluido era envasado en pajuelas de plastico de 0.5

ml y estas pajuelas fueron selladas mediante unas microbolitas plasticas de colores.
Una vez envasadas, las pajuelas se colocaron en el interior de una camara frigorifica,

siendo enfriadas desde temperatura ambiente hasta 5°C durante 2 horas; a continuacién, las

pajuelas se mantuvieron dos horas mas en el refrigerador (5°C) antes de empezar con el
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proceso de congelacion. Tras el periodo de equilibrado y justo antes de empezar el protocolo de

congelacion, se extrajo una alicuota de cada muestra para la valoracion de la calidad seminal.

V. Congelacién y descongelacion seminal

Se llevaron a cabo congelaciones seminales en 15 ocasiones diferentes. La mitad de las
pajuelas obtenidas de cada eyaculado se congelaron y conservaron mediante la utilizacion de
nitrégeno liquido, mientras la restante mitad se congelaba y conservaba mediante la utilizacién
de ultracongeladores de —152°C. Concretamente, los procesos de crioconservacion fueron los

siguientes:

e Protocolo NL, las pajuelas se congelaron sobre vapores de nitrogeno liquido (rampa de
congelacién, a 4 ¢cm de la superficie del nitrdgeno) durante 15 minutos. Una vez
finalizado este periodo, las pajuelas se sumergian en NL y se almacenaron en un
criocontenedor (Criocontenedor MVE, XC 47/11-10) de NL, hasta el momento de la

descongelacion.

e Protocolo ULF, tras el periodo de equilibrado, las pajuelas se trasladaron (en el interior
de una caja de poliestireno) directamente desde la camara frigorifica (4-5°C) y se
introdujeron en el ultracongelador de -152°C, donde el semen permanecio almacenado

hasta el momento de su descongelacion.

El modelo de ultracongelador empleado fue el Sanyo (MDF-1155 ATN, Sanyo Electric Co.,
Japan) equipado con un microprocesador de temperatura que mantenia el interior del
ultracongelador a —152°C; este equipo se alimenta de corriente eléctrica y tiene una capacidad
volumétrica de 160 litros, con una capacidad de almacenaje entre 8000 y 10000 pajuelas de 0.5
ml. Antes del inicio de la experiencia, la curva del descenso de temperatura del ultracongelador
de —152°C fue definida, mediante la utilizacion de un termémetro Crison TM 65 (Barcelona), con
sonda de inmersidn introducida en el ultracongelador, dentro de las pajuelas llenas de semen 'y
diluyente. El descenso de temperatura quedo establecida de la siguiente forma: una velocidad de
congelaciéon de 4.5°C/min entre los 5 y los -10°C, y una mayor velocidad de congelacion de
-25°C/min desde los -10°C hasta los -110°C; a partir de esta temperatura, la velocidad de

congelacion fue de -10°C/min desde los -110°C hasta los -140°C.
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La descongelacion se llevo a cabo a los 1, 30, 90 y 365 dias tras la congelacion. Las
pajuelas congeladas fueron sumergidas en agua a 37°C durante 30 segundos, para luego verter
el semen de cada pajuela en 1 ml de PBS a 37°C; las muestras fueron entonces mantenidas a
37°C hasta su completa valoracion. Tras la descongelacién, en cada pajuela, se determinaba la
motilidad espermatica, el porcentaje de morfoanomalias y de acrosomias, utilizando los mismos
procedimientos que se han descrito. Quince pajuelas de cada macho fueron evaluadas cada dia
(1,30, 90y 365 dias) y en cada protocolo (NL, ULF).

4.1.2.2. Experimento 2

. Animales

Ciento cincuenta cabras lecheras de la raza Majorera (59 nuliparas y 91 multiparas) fueron
usadas en este experimento. Las cabras mostraban ciclos estrales regulares de 20-21 dias vy,
antes del inicio de los tratamientos de sincronizacion, se les realizd un examen ultrasonogréafico
del tracto reproductivo para intentar descartar hembras con pseudogestaciones. La alimentacion,

alojamiento y plan sanitario era similar al descrito para los machos cabrios.

II. Sincronizacién del celo y la ovulacién. Detecciéon de celos.

Los ciclos estrales fueron sincronizados mediante la insercion de esponjas vaginales
impregnadas en progestageno (45 mg de acetato de fluorogestona, Chronogest®, Intervet)
durante 11 dias. Dos dias antes de su retirada, las cabras recibieron una inyeccion intramuscular
de eCG (200Ul, Foligon®, Intervet) y 7.5 mg de analogo de Prostaglandina Faq (Luprostiol,

Prosolvin®, Intervet).

La deteccion de celo se llevo a cabo 3 veces al dia (separadas 8 horas entre si),
empezando 12 horas tras la retirada de las esponjas. Como ya se ha indicado previamente, cada
cabra era presentada individualmente al macho y los machos estaban provistos de un mandil

para evitar penetraciones.
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IIl. Disefio experimental e inseminacion artificial

Los eyaculados se recogieron de los tres machos que presentaron mejor calidad del semen post-
descongelacion en el experimento 1. Tras la recogida, el semen era mezclado (pool) y procesado
como ya se ha explicado con anterioridad, hasta alcanzar una concentracion final de 400 x 108
espermatozoides/ml. Posteriormente, el semen diluido fue envasado en pajuelas de 0.5 mly tras
los correspondientes procesos de refrigeracion y equilibrado, las pajuelas fueron congeladas por
los dos protocolos (NL y ULF). Antes de realizar las inseminaciones, las pajuelas eran
descongeladas al bafio Maria a 37°C durante 30 segundos. Para cada grupo experimental, se
valoraban las pajuelas para confirmar que las hembras eran inseminadas cada vez con un

minimo de 100 x 108 espermatozoides mdviles.

Las cabras fueron asignadas a cuatro grupos experimentales (Figura Il), teniendo en
cuenta su edad, fecha de parto previo y produccién lactea, y realizando una distribucion
uniforme: en el grupo NL-1 (n=40), las cabras fueron inseminadas con semen descongelado,
previamente congelado y almacenado en nitrégeno liquido durante un mes; en el grupo NL-6
(n=35), las cabras fueron inseminadas con semen descongelado tras haber estado almacenado
en nitrégeno liquido durante 6 meses; en el grupo ULF-1 (n=40), las cabras fueron inseminadas
con semen descongelado, después de permanecer congelado en ultracongelador de -152°C
durante un mes; finalmente, las cabras del grupo ULF-6 (n=35) fueron inseminadas con semen
descongelado, previamente congelado y conservado en ultracongelador de -152°C durante 6

meses.

Las inseminaciones siempre se realizaban de manera uniforme, de tal forma que cada
vez que se producian las inseminaciones, un lote de hembras era inseminada con semen
congelado-descongelado en nitrégeno liquido y otro lote, con un numero similar de cabras, con
semen congelado-descongelado en ultracongelador de —152°C. La primera inseminacion se
realizaba 12 horas tras la deteccion de los primeros sintomas de celo (aproximadamente a las
18 horas tras el inicio del celo) y, a partir de este momento, cada 12 horas hasta el final del celo,
con un minimo de 2 (18 y 30 horas tras el inicio del celo) y un maximo de 3 (18, 30 y 42 horas

tras el inicio del celo) inseminaciones.
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Las cabras fueron inseminadas via cérvix con una pipeta de inseminacion, mediante
visualizacion directa de la entrada del cérvix (Andersen y cols., 1973). El semen fue depositado
los mas profundamente posible en el tracto genital, definiendo que el tiempo méaximo empleado
en realizar la inseminacion artificial nunca fuese superior a los 60 segundos por animal. Todas

las inseminaciones se llevaron a cabo por dos técnicos especializados.

IV. Diagnostico de gestacién y tasas de fertilidad

La gestacion fue confirmada mediante ultrasonografia trasabdominal el dia 35 tras la
inseminacién, usando un ecégrafo portatil de tipo B a tiempo real (Aloka SSD-500), equipado con
una sonda lineal de 5.0 a 7.5 MHz. Se consideraba que las cabras estaban gestantes cuando se
detectaba, con total fiabilidad, el latido cardiaco del embridn. Posteriormente, las cabras fueron
reevaluadas para confirmar la viabilidad fetal a los 60, 90, 120 y 140 dias de gestacion.
Finalmente, tras del parto, las tasas de fertilidad y prolificidad fueron registradas en cada una de

las hembras.

4.1.2.3. Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como media £ desviacion estandar de la media (SEM). Los datos de
viabilidad espermatica del experimento 1 fueron analizados usando el modelo lineal general
(ANOVA) de SPSS 10.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.). El modelo lineal incluia el efecto de
los machos (n=5), los protocolos de congelacion (dos protocolos) y el tiempo de almacenamiento
(1, 30, 90 y 365 dias), asi como las interacciones entre ellos. Las variables dependientes
expresadas como porcentajes (motilidad espermatica, integridad del acrosoma 'y
morfoanomalias) eran sometidas a transformacién arcosénica antes de su andlisis. Las
diferencias entre las medias fueron analizadas mediante la prueba de Duncan. Con respecto a
los resultados de fertilidad, las diferencias entre grupos experimentales, estado reproductivo de
las cabras (nuliparas/multiparas) y el efecto del tiempo de criopreservacion, se compararon por
la prueba exacta de Fisher. Los valores se consideraron estadisticamente significativos
cuando p <0.05.
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Figura l. Planificacion de la recogida de muestras, contrastacion, criopreservacion y

descongelacion seminal (experimento 1)
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Figura Il. Diseiio experimental de los procedimientos de sincronizacion, inseminacion

artificial y control de la gestacion en los diferentes grupos experimentales (experimento 2)
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4.1.3. RESULTADOS

La Tabla 4.1.1. representa la calidad seminal de los eyaculados de los machos donantes. El
macho 1 presentd el mayor volumen eyaculado, siendo significativamente diferente (p<0.05) con
respecto al resto de ejemplares. La concentracion espermatica mostraba importantes diferencias
(p<0.05) entre machos, mostrando valores de concentracion total que oscilaban entre 5.7 x 109 y
7.4 x 109 espermatozoides (macho 5 vs macho 2). Por otro lado, no se encontraron diferencias
significativas (p>0.1) en la motilidad espermatica total (rango de medias individuales: 84.7-
89.9%) entre los machos; del mismo modo, todos los individuos mostraron valores medios de
motilidad progresiva muy uniformes, con valores medios en torno al 70-75%. Ademas, el
porcentaje de espermatozoides con morfoanomalias fue inferior al 9% en todos los machos
(rango: 1.0-8.0%), mientras la integridad del acrosoma superé el 82% en todos los eyaculados;

tampoco se detectaron diferencias significativas entre machos para estos parametros.

Tabla 4.1.1. Media + SEM de volumen eyaculado, concentracion espermatica, porcentajes de
motilidad espermatica progresiva, morfoanomalias y porcentaje de espermatozoides con el

acrosoma intacto en semen fresco de los machos donantes (n=5).

Volumen Concentracién Motilidad Morfoanomalias  Acrosomas
Macho » . :

eyaulado (ml) espermatica’  progresiva (%) (%) intactos (%)

1 1.72+0.2 422+05 753+1.38 65+1.2 86.1 +3.9

2 1.20+0.1 6.1°+ 0.6 735+28 36+0.3 879+3.1

3 1.1+ 0.1 56°+0.3 727+35 33+05 90.7+29

4 1.20+0.2 490+ 05 713+49 40+0.8 908+2.2

5 1.1+ 0.1 52°+0.1 76.3+2.1 31+04 872+46

1. Concentracion espermatica expresada en x 10° espermatozoides/ml
a Diferentes letras en la misma columna denotan diferencias significativas (p<0.05).

La motilidad progresiva en cada grupo experimental se muestra en la Tabla 4.1.2. Cuatro
machos (1, 2, 4, 5) no mostraron diferencias significativas para los valores medios de los
porcentajes de motilidad espermatica entre los distintos protocolos de congelacién (rango: 49.4-
68.7% y 51.9-65.0%, para NL y ULF respectivamente); ademas, el porcentaje de motilidad
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progresiva de ninguno de los machos vario significantemente en todo el periodo experimental; de
hecho, la motilidad progresiva de estos cuatro ejemplares siempre se situé entre un 37% y un
45% Cuando las muestras de estos machos fueron comparadas, no se detectaron diferencias

significativas entre ambos protocolos de congelacion a lo largo de todo el periodo experimental.

Sin embargo, el macho 3 mostraba una disminucion en la motilidad espermatica (total y
progresiva) desde el dia 1 en adelante para ambos protocolos de congelacion, registrando
diferencias significativas (p<0.01) con el resto de machos y en casi todos los dias evaluados. Por
otro lado, al igual que el resto de ejemplares, el macho 3 no presentaba diferencias significativas
en los valores medios de motilidad espermatica a lo largo del periodo experimental ni entre los

distintos protocolos de congelacion.

Tabla 4.1.2. Porcentajes (media + SEM) de motilidad espermatica progresiva a lo largo del

periodo experimental en muestras congeladas-descongeladas en nitrogeno liquido (NL) o en un

ultracongelador (ULF)
Periodo Protocolo de
Macho 1 Macho 2 Macho 3 Macho 4 Macho 5
experimental  congelacion
NL 3822+30 4262+16 296°+34 4182+28 4022120
Dia 1 ULF 4112+22 3842+21 284b+32 4072+50 4172121
NL 4032+32 3982+27 297°+35 3852+40 4202122
Dia 30 ULF 4222 +43 4132+19 28990 +35 4372+46 435+33
NL 4152+32 4515+31 30.0°+15 4082+24 4382120
Dia 90 ULF 37.92+13 3680+41 293°+23 4282+30 4422+25
NL 37.22+21 4472+19 288°+12 3952+24 *
Dia 365 ULF 3822+31 4532+22 294°+13 3882124 *

a Diferentes letras en la misma fila denotan diferencias significativas (p<0.05).
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La Tabla 4.1.3 muestra los porcentajes de integridad de la membrana del acrosoma.
Dentro de cada macho, no se detectaron diferencias significativas entre los protocolos de
congelacion (NL y ULF), mostrando valores medios muy similares para cada uno de los dias

valorados a lo largo del periodo experimental.

Cuando los machos fueron comparados entre ellos, solo el macho 3 presenté el dia 30
post-congelacion, un porcentaje menor de espermatozoides con acrosoma intacto que el resto
de ejemplares. Concretamente, en el protocolo ULF, el macho 3 presentd una proporcién de
acrosomas intactos significativamente inferior (p<0.01) al resto de individuos, mientras en el
protocolo de NL, las diferencias fueron significativas (p<0.05) solo entre los machos 4 y 5 con
respecto al macho 3; este Ultimo macho siguié mostrando el valor mas bajo de acrosomas no

alterados.

Tabla 4.1.3. Porcentaje (media + SEM) de espermatozoides con integridad acrosémica a lo largo
del periodo experimental en muestras congeladas-descongeladas en nitrogeno liquido (NL) o en

un ultracongelador (ULF)

Periodo Protocolo de
Macho 1 Macho 2 Macho 3 Macho 4 Macho 5
experimental  congelacion
NL 69.2+24 67.7+34 689+11 738124 71636
Dia 1 ULF 720+42 708+33 673+x41 703+31 69.8+4.1
NL 68.320+4.4 692:+43 63.30+12 7202+25 7172422
Dia 30 ULF 67.62+3.7 7222+35 561°+45 7292+57 6832149
NL 701+55 69.0+25 669+11 683+99 73449
Dia 90 ULF 706+31 693+25 671+20 718166 678192
NL 67.0+42 697132 659+20 711142 *
Dia 365 ULF 708+60 708+31 682+3.0 703+45 *

a Diferentes letras en la misma fila denotan diferencias significativas (p<0.05).

100



Experiencia |

El porcentaje de morfoanomalias observado a lo largo de la experiencia se expresa en la
Tabla 4.1.4. Todos los machos mostraron unos valores de morfoanomalias relativamente bajos
(rango: 2.0-18.0), no mostrando diferencias significativas entre las técnicas de congelacion o
entre los diferentes machos, para ninguno de los dias valorados; ademas, el 85.5% de las

pajuelas mostraron un porcentaje de morfoanomalias menor al 12%.

Tabla 4.1.4. Porcentaje (media + SEM) de espermatozoides con morfologia anormal a lo largo
del periodo experimental en muestras congeladas-descongeladas en nitrégeno liquido (NL) o en

un ultracongelador (ULF)

Periodo Protocolo de

Macho 1 Macho 2 Macho 3 Macho 4 Macho 5
experimental  congelacion
NL 79+15 6.9+20 6.4+09 80+0.38 75+15
Dia 1 ULF 82+26 75+3.9 72+13 7.7+05 76109
NL 77+1.6 6.7+05 6.6+1.1 8.1+0.7 6.9+22
Dia 30 ULF 86+25 92+17 74+12 75+1.0 85120
NL 7617 72+33 7118 83+1.0 6.8+34
Dia 90 ULF 71+341 82+33 79+22 72114 7942
NL 7317 8.0+26 71+32 85+15 *
Dia 365 ULF 83+1.8 74+09 76127 70112 *

Con respecto a los resultados del experimento 2, el intervalo de tiempo transcurrido
desde la retirada de las esponjas vaginales hasta el inicio del estro fue de 29.3 + 2.1 horas y un
72.7% (109/150) de las cabras iniciaron las manifestaciones de celo entre las 24 y las 32 horas
tras la retirada la esponja. Ademas, la duracion del celo no varié entre los diferentes grupos
experimentales (36.8 + 1.1; 38.1 £ 2.2; 37.2 + 2.7; 38.6 £ 1.9 para los grupos NL-1, ULF-1, NL-6
y ULF-6, respectivamente). Sin embargo, la duracién del estro si se vio influenciada por el
numero de partos de las hembras, siendo aproximadamente 9 horas mas prolongado en

multiparas (41.2 h) que en cabras nuliparas (32.0 h).
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La Tabla 4.1.5 muestra los resultados de fertilidad después del protocolo de
inseminacion artificial. La tasa de gestacion se situ6 en torno al 40% en ambos protocolos de
congelacion (NL y ULF), con independencia del tiempo de almacenamiento de las dosis
seminales (1y 6 meses). Dos cabras gestantes, una perteneciente al grupo NL-1y otra al grupo
ULF-1, murieron en el Ultimo tercio de la gestacidn, que se tradujo en una ligera disminucién en
los porcentajes de cabritos nacidos, pero sin que implicase la aparicion de diferencias
significativas. Por otro lado, al comparar ambos protocolos de criopreservacion, se registré un
porcentaje similar de cabras con partos simples (31.2%, 10/32 vs 34.5%), 10/29 para NL vs ULF,
respectivamente) y cabras con partos dobles (68.7%, 22/32 vs 65.5%, 19/29 para NL vs ULF,
respectivamente). En consecuencia, no se observaron diferencias significativas (p>0.05) en la

prolificidad (entre 1.60 y 1.67) entre protocolos, ni a lo largo del periodo experimental.

Tabla 4.1.5. Tasa de gestacion, fertilidad a término y prolificidad tras inseminacion artificial con
semen congelado-descongelado almacenado durante 1y 6 meses en nitrogeno liquido (NL) o en

un ultracongelador (ULF)

Protocolo de  Tasa de gestacion ~ Tasa de gestacion Fertilidad a

Prolificidad
congelacién dia 35 (%) dia 60 (%) término (%)
NL-1a 45.0 (18/40) 45.0 (18/40) 43.6 (17/39) 1.64 (28/17)
ULF-10 40.0 (16/40) 40.0 (16/40) 38.5 (15/39) 1.67 (25/15)
NL-6° 42.8 (15/35) 42.8 (15/35) 42.8 (15/35) 1.60 (24/15)
ULF-64 40.0 (14/35) 40.0 (14/35) 40.0 (14/35) 1.64 (23/14)

NL-1a; Muestras conservadas en nitrégeno liquido durante 1 mes
ULF-1b: Muestras conservadas en ultracongelador durante 1 mes
NL-6¢: Muestras conservadas en nitrégeno liquido durante 6 meses
ULF-64: Muestras conservadas en ultracongelador durante 6 meses

Finalmente, la Tabla 4.1.6 muestra la fertilidad y la prolificidad en cabras multiparas y
cabras nuliparas. Las cabras nuliparas presentaron una fertilidad a término que oscilaba entre un
28 y un 33%, sin detectarse diferencias significativas entre periodos (1y 6 meses) y/o protocolos
(NL, ULF). Del mismo modo, las cabras multiparas registraron una tasa de nacimientos

practicamente similar en todos los protocolos (en torno al 50%), sin diferencias entre ellos, pero
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si que mostraron un porcentaje significativamente mayor (p<0.01) de nacimientos que las
hembras nuliparas en todos los grupos experimentales. Por ultimo, la prolificidad presentaba
también un registro mayor (p<0.05) en cabras multiparas que en las nuliparas, para todos los

grupos experimentales evaluados.

Tabla 4.1.6. Fertilidad a término y prolificidad tras inseminacion artificial con semen congelado-
descongelado almacenado durante 1 y 6 meses en nitrogeno liquido (NL) o en un

ultracongelador (ULF) en cabras multiparas y cabras nuliparas

Protocolo de Fertilidad a término Prolificidad
congelacion Nuliparas Multiparas Nuliparas Multiparas
NL-12 33.3" (5/15) 50.02 (12/24) 1.20" (6/5) 1.832(21/12)
ULF-1b 29.41 (517) 45.42(10/22) 1.401 (7/5) 1.802(18/10)
NL-6¢ 33.31(4/12) 47.82 (11/23) 1.25" (5/4) 1.732(19/11)
ULF-6¢ 28.6" (4/14) 47.62 (10/21) 1.25'(5/4) 1.802 (18/10)

2 Diferentes numeros en la misma fila y categoria (fertilidad a término, prolificidad) denotan diferencias
significativas (p<0.05).

LN-12; Muestras conservadas en nitrégeno liquido durante 1 mes

ULF-1b: Muestras conservadas en ultracongelador durante 1 mes

LN-6¢: Muestras conservadas en nitrégeno liquido durante 6 meses

ULF-6¢: Muestras conservadas en ultracongelador durante 6 meses
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4.1.4. DISCUSION

Este estudio define, por primera vez, la calidad del semen caprino tras una criopreservacion
prolongada (1 afio) usando un ultracongelador de -152°C. Ademas, los resultados muestran que
el almacenamiento a largo plazo de semen caprino no altera su calidad, con independencia del
protocolo de preservacion. Finalmente, los ensayos de fertilidad confirmaron que las muestras
congeladas y almacenadas en ultracongeladores de -152°C permanecen fértiles tras 6 meses de

criopreservacion.

La calidad del semen fresco fue muy similar entre machos y solo se observaron
diferencias significativas en el volumen eyaculado y en la concentracion espermatica. Tras la
descongelacion, la motilidad espermatica (total y progresiva) mostraba valores medios similares
entre protocolos de congelacion, siendo comparables a los registros con semen congelado-
descongelado en otras razas caprinas (Tuli y Holtz, 1994; Singh y cols., 1995; Hidalgo y cols.,
2007; Cabrera y cols., 2005; Chang-Yong y cols., 2006).

La mayoria de estudios de criopreservacion del semen en la especie caprina han
incluido el uso de nitrégeno liquido para congelar semen (Singh y cols., 1995; Cabrera y cols.,
2005; Chang-Yong y cols., 2006; Hidalgo y cols., 2007) y solo algunos estudios han congelado
las muestras de semen sin nitrégeno liquido (Leboeuf y cols., 2000; Gacitua y cols., 2005); sin
embargo, todos los estudios publicados siempre utilizaron nitrogeno liquido para el
almacenamiento posterior. Un trabajo preliminar desarrollado en nuestro laboratorio (Medrano y
cols., 2002), pero con un menor numero de animales, propuso el uso de ultracongeladores para
la criopreservacion seminal, donde no era necesario el uso de nitrégeno liquido, ni para la
congelacién ni para su posterior conservacion. En dicho estudio (Medrano y cols., 2002), el
semen congelado-descongelado mostré unos valores medios de motilidad progresiva que
oscilaron entre el 31% y el 42% (evaluado subjetivamente), en comparacién con los valores de
29-45% (evaluado por el sistema CASA), obtenido en nuestro estudio. Parece evidente que el
ULF no modificé los parametros de la motilidad tras la congelacién seminal, registrando valores

medios altamente correlacionados entre los dos protocolos.

La motilidad espermatica no se vio modificada a lo largo de todo el periodo experimental

para ninguno de los machos, mostrando valores medios razonablemente constantes hasta el afio
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de congelacion. Estos resultados coinciden con otros datos publicados que no refieren variacion
de la calidad seminal durante todo el periodo de crioconservacion (Waide y cols., 1977); sin
embargo, otros estudios han encontrado un deterioro en la viabilidad espermética después de un
almacenamiento a largo plazo utilizando nitrégeno liquido como medio de criopreservacion
(Corteel, 1975; Ritar y cols., 1991). Por otra parte, los resultados de nuestro estudio detectaron
diferencias entre los machos en la viabilidad seminal después de la congelacion. Esta
variabilidad individual en la motilidad espermatica tras la congelacion parece resultar
relativamente independiente de la calidad seminal en fresco que presenten los machos; en
consecuencia, podemos asumir que es fundamental evaluar la calidad seminal tras la
congelacidn-descongelacion para definir los machos donantes como “bueno congeladores" o

‘malos congeladores” (Leboeuf y cols., 2000).

El porcentaje de espermatozoides con la membrana acrosomica intacta en ambos
protocolos de crioconservacion mostraba valores (medios) en torno al 60-70%. En otras razas
caprinas, tras la congelacion y almacenamiento con nitrdgeno liquido, el porcentaje de
espermatozoides con acrosomas intactos oscilaba entre el 40 y el 70% (Singh y cols., 1995;
Cabrera y cols., 2005; Dorado y cols., 2007). Del mismo modo, la integridad acrosémica
registrada en muestras seminales congeladas y almacenadas en un ULF, alcanz6 valores
medios del 55% (Medrano y cols., 2002). En consecuencia, nuestros valores son asimilables a
los registrados tanto con NL como con ULF, siendo ligeramente superiores a la mayor parte de

los estudios publicados.

Con respecto al porcentaje de morfoanomalias tras la descongelacién, ambos protocolos
(NL y ULF) presentaron resultados estadisticamente similares; ademas, cuando los machos se
compararon entre ellos, los porcentajes de espermatozoides sin morfoanomalias fueron similares
durante todo el periodo experimental. Diferentes estudios han evaluado el porcentaje de
espermatozoides normales post-descongelacion, registrando resultados que oscilaron entre un
50 y un 80%, tras la congelacion en NL (Singh y cols., 1995; Salvador y cols., 2005; Dorado y
cols., 2007; Hidalgo y cols., 2007); hasta el momento presente, no se han descrito resultados de
morfoanomalias tras la conservacion seminal mediante ULF. De acuerdo con nuestros
resultados, el ULF no generd un mayor porcentaje de morfoanomalias en los espermatozoides

cuando se conserva mediante este protocolo.
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El indice de fertilidad observado en nuestra experiencia (43.2 y 39.2% para NL y ULF,
respectivamente) era comparable a los obtenidos en otras razas caprinas después de realizar
inseminacién artificial cervical con semen congelado y descongelado: 39% en cabra Cashmere
(Ritar y cols., 1990), y 39-42% en Saanen (Gacitua y cols., 2005). Otros estudios registraron
valores superiores tras realizar inseminacion artificial con semen congelado-descongelado:
47.6% en la raza Florida (Dorado y cols., 2007), 51% en la cabra de Angora (Ritar y cols., 1991),
57% en la Murciano-Granadina (Salvador y cols., 2005) y 57-61% en Saanen y Alpina (Leboeufy
cols., 2000).

Sin embargo, la mayoria de estos trabajos se llevaron a cabo con cabras multiparas,
mientras en nuestro estudio se utilizaron tanto cabras multiparas como nuliparas. De hecho,
nuestros resultados mostraron una marcada influencia del nimero de partos previos de las
hembras sobre la tasa de fertilidad; concretamente, las cabras nuliparas presentaron una tasa de
fertilidad significativamente inferior (28-33%) que las multiparas (45-50%). Dorado y cols. (2007)
describieron una tasa de fertilidad mayor en cabras multiparas (58.8%) que en cabras uniparas
(0%) tras realizar inseminacion artificial con semen congelado-descongelado; ademas, se ha
demostrado que, tras la induccion de celos con tratamientos hormonales, las cabras nuliparas
eran menos fértiles que las multiparas tras realizar inseminacion intra-cervical (Leboeuf y cols.,
2000). En nuestro estudio, la menor tasa de fertilidad observada en cabras nuliparas podria
explicarse por el momento en el que tuvo lugar la inseminacion con respecto a la ovulacién; en
cabras multiparas, la inseminacion se llevé a cabo en torno a la mitad del periodo de celo
(duracién media del celo: 41.2 h.), mientras que en las cabras nuliparas, la inseminacién se
realizo en la segunda mitad del celo (duracion media del celo: 32.0 h.). Estos hallazgos son
coherentes con lo descrito por Leboeuf y cols. (2000), que reportan mejores tasas de fertilidad en
las cabras inseminadas durante la primera parte del periodo estral. Por otro lado, deberia
tenerse en cuenta que las cabras nuliparas muestran un mayor nivel de nerviosismo que las
multiparas, y el estrés asociado con el manejo al que las hembras se ven sometidas por la
técnica de inseminacion, podria haber generado la menor tasa de fertilidad registrada en nuestro

estudio.

Se han realizado diferentes estudios que evaluaban distintos factores que pudiesen

afectar a la tasa de fertilidad tras inseminaciones con semen congelado-descongelado (Leboeuf
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y cols., 2000; Salvador y cols., 2005; Dorado y cols., 2007). De esta manera, se ha descrito que
cuando el semen era recogido en la estacion reproductiva, la fertilidad era mejor en comparacion
a cuando el semen se extraia en la estacion no reproductiva (Corteel y cols., 1988); en nuestro
estudio, la recogida seminal siempre tuvo lugar en la estacidn reproductiva. De esta forma, la
influencia de la estacionalidad sobre la congelabilidad del semen y, en consecuencia, sobre la
posterior fertilidad podria descartarse en nuestro caso. Ademas, el semen fue mezclado antes de
la congelacion, para evitar la influencia de las diferencias entre machos en la “congelabilidad” del
semen (Leboeuf y cols., 2000); asimismo, las pajuelas fueron evaluadas antes de llevar a cabo
las inseminaciones, y solo las pajuelas con una motilidad progresiva minima, fueron destinadas
para realizar las inseminaciones artificiales. Por otro lado, la influencia del técnico inseminador
sobre la fertilidad puede ser obviada, ya que ambos técnicos tenian la misma experiencia, y no

se observaron diferencias de fertilidad en las hembras inseminadas por ambos técnicos.

Finalmente, diferentes investigadores han establecido la relacion entre el lugar donde es
depositado el semen y la tasa de fertilidad (Ritar y cols., 1983; Corteel y cols., 1988; Paulenz y
cols., 2005), mostrando un mayor porcentaje de fertilidad cuando el semen era depositado en el
cérvix o en el Utero, en comparacion a cuando el semen se depositaba a nivel vaginal. En
nuestro estudio, la mayoria de las inseminaciones (90%) fueron intra-cervicales y, por tanto, esta

circunstancia no deberia haber influido sobre la tasa de fertilidad registrada.

Se han desarrollado muy pocos estudios que hayan valorado la influencia del tiempo de
conservacion de las pajuelas sobre la fertilidad, tras IA con semen congelado-descongelado.
Fougner y cols. (1979) obtuvieron tasas de fertilidad de un 63.4% tras realizar inseminaciones
intra-cervicales con semen conservado en NL durante 1-3 afios y no hallaron diferencias
significativas en la tasa de fertilidad a lo largo del periodo experimental. Sin embargo, otros
estudios han descrito un declive en la calidad seminal (in vitro) tras un almacenamiento del
semen durante 6 meses en NL (Ritar y cols., 1983). En nuestro estudio, no se observaron
diferencias en la tasa de fertilidad tras realizar 1A con semen congelado y descongelado durante
1 6 6 meses de almacenamiento. Por lo tanto, estos resultados confirman que el tiempo de

almacenamiento del semen no tiene influencia en la consecuente fertilidad.
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Antes de nuestra experiencia, solamente un trabajo (Medrano y cols., 2002) habia
propuesto el uso de ULF para la congelacion y el almacenamiento de semen caprino, pero ese
estudio se llevd a cabo durante un corto periodo de almacenamiento (2 meses) y no se
desarrollaron ensayos de fertilidad. En nuestro estudio, no se encontraron diferencias entre
ambas técnicas de congelacion, presentando resultados similares en calidad espermatica in vitro
durante todo el periodo experimental (1 afio). Ademas, los resultados de fertilidad confirman que
el semen caprino permanece fértil tras la criopreservacion en ULF, mostrando tasas de fertilidad

y prolificidad practicamente iguales a las observadas tras IA con semen congelado con NL.

Los congeladores de temperaturas ultra-bajas presentan evidentes ventajas sobre el uso
de nitrgeno liquido. De esta forma, se ha descrito (Alamo y cols., 2005; Batista y cols., 2006)
una mayor capacidad de almacenamiento del ULF, el menor tiempo empleado para la
congelacion de las pajuelas tras el equilibrado y un manejo mucho mas sencillo de las muestras
almacenadas. Ademas, al contrario que la criopreservacion con el uso de nitrégeno liquido, no
hace falta una reposicion periodica del medio de congelacion, y el coste global del proceso de
congelacion, es menor. Sin embargo, una manifiesta desventaja de este protocolo es la limitada
movilidad del congelador, que podria reducir la eficacia de la IA en explotaciones ganaderas
alejadas del laboratorio. Para evitar esta limitacion, podrian plantearse nuevas experiencias,
donde el semen congelado y almacenado en ULF seria posteriormente depositado en nitrégeno
liquido, para luego evaluar la calidad seminal (in vitro e in vivo). Ademas, pareceria interesante
realizar nuevos ensayos de fertilidad, para determinar la tasa de fertilidad del semen caprino tras

ser almacenado en ULF durante varios afos.
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4.2. EXPERIENCIA Il. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA DE CONSERVACION (37°C,
20°C, 4°C, -196°C) Y DEL POOL SEMINAL SOBRE LA CALIDAD ESPERMATICA EN LOS
MACHOS CABRIOS DE RAZA MAJORERA.

4.2.1. INTRODUCCION

En los ultimos afios, distintos estudios han intentado definir cuéles son los mejores indicadores
de la calidad seminal in vitro (Dorado y cols., 2007; Hidalgo y cols., 2007; Batista y cols., 2009).
Diferentes parametros como la motilidad espermatica, el porcentaje de acrosomias y el
porcentaje de morfoanomalias espermaticas se han propuesto como indicadores que permiten

predecir la capacidad fertilizante del semen (Peterson y cols., 2007; Dorado y cols., 2009).

Algunas investigaciones han evaluado la influencia de la temperatura de conservacion
sobre la calidad seminal en distintas especies de mamiferos (Leboeuf y cols., 2000; Barbas y
Mascarenhas, 2009). En concreto, la calidad seminal del macho cabrio ha sido evaluada en
muestras conservadas entre 4 y 15-20°C (Leboeuf y cols., 2000; Paulenz y cols., 2005); del
mismo modo, las caracteristicas del semen fresco y las del semen congelado-descongelado han
sido ampliamente definidas en diferentes estudios (Cabrera y cols., 2005; Salvador y cols., 2005;
Dorado y cols., 2007, 2009). Sin embargo, hasta el momento, ningun estudio habia comparado al
mismo tiempo, la viabilidad espermatica de muestras conservadas a 37, 20 y 4°C durante 24

horas, y la longevidad del semen congelado-descongelado.

La variabilidad individual en la calidad seminal tras la congelacion-descongelacion ha
sido bien estudiada en verracos (Holt y cols., 2005) y perros (Batista y cols., 2006). En bovino, un
estudio reciente revela que no existe variabilidad individual en cuanto a motilidad, porcentaje de
acrosomias y estado de capacitacién de semen crioconservado en nitrogeno liquido (Gillan y
cols., 2008). Por otro lado, diferentes estudios han evaluado la importancia del uso de dosis
heterospérmicas para mejorar la eficacia reproductiva en el caso de las cerdas (Roca y cols.,
2006; Hernandez y cols., 2007). Se ha confirmado que la utilizacion de un pool de semen
incrementaba la tasa de fertilidad, cuando se comparaba con inseminaciones con semen
procedente de ejemplares individuales (Godet y cols., 1996). Finalmente, distintos estudios
(Paulenz y cols., 2000; Haugan y cols., 2005) han descrito la influencia del tiempo de

almacenamiento sobre la calidad seminal en verraco, sugiriendo que el uso de dosis
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heterospérmicas puede prevenir la disminucion del indice reproductivo cuando se usa semen

conservado.

En caprino, la mayoria de los estudios se han desarrollado usando dosis
heterospérmicas (Leboeuf y cols., 2003a; Salvador y cols., 2006; Mara y cols., 2007). La
variabilidad individual sobre la calidad del semen fresco, refrigerado y congelado también ha sido
objeto de diferentes estudios (Paulenz y cols., 2005; Salvador y cols., 2005). Sin embargo,
ningun estudio se ha llevado a cabo con el fin de estudiar si el uso de dosis heterospermicas de
semen caprino incrementa la calidad seminal y la consecuente fertilidad tras la inseminacion

artificial.

El primer objetivo de este experimento era establecer la calidad y longevidad del semen
caprino (raza Majorera) conservado a diferentes temperaturas (37, 20, 4, -196°C) y procesado de
manera individual o tras realizar un pool de eyaculados. Por otro lado, este trabajo trataba de
definir la fertilidad tras realizar inseminaciones con semen fresco y congelado-descongelado,

procesado bien de manera individual o tras realizar un pool de eyaculados.

4.2.2. MATERIAL Y METODOS

4.2.2.1. Experimento 1

|. Animales

Para este estudio se usaron cinco machos sanos de la raza Majorera, con edades comprendidas
entre los 4 y los 6 afios. Las condiciones de estabulacion, alimentacion y plan sanitario eran
similares a las ya descritas en el apartado general de material y métodos. Todo el trabajo
experimental se desarrollé de acuerdo a la legislacion espafiola referente a investigacion y
experimentacion animal. Antes del comienzo de la experiencia, una evaluacion ecografica

confirmo la ausencia de alteraciones a nivel de los testiculos y la préstata.

Il. Disefio experimental

Este experimento (Figura lll), pretendia definir la viabilidad y longevidad del semen, sometido a
diferentes temperaturas de preservacion (37°C, 20°C, 4°C y — 196°C), y procesado de manera
individual o en forma de pool. De esta manera, se usaron eyaculados (n=30) de cinco machos

cabrios, procesados de forma individual (semen individual: Sl) y tras la primera dilucién (porcion
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no glicerolada), cada eyaculado fue dividido en alicuotas y parte de estas alicuotas se mezclaron
(pool de semen: PS). Posteriormente, las muestras seminales (SI y PS) fueron conservadas
como semen fresco (37 y 20°C), semen refrigerado (4°C) y semen congelado (nitrégeno liquido).
La motilidad espermatica del semen fresco y refrigerado fue evaluado (analisis espermatico
computerizado, CASA) tras 2, 4, 8, 12 y 24 horas de preservacion; asimismo, los porcentajes de
acrosomias y morfoanomalias fueron evaluadas a las 1, 8 y 24 horas. Finalmente, muestras de
semen (20 muestras por cada macho y 20 de PS) fueron descongeladas y conservadas a 37°C
durante 12 horas; la motilidad se pretendia evaluar a las 1, 2, 4, 8 y 12 horas tras la
descongelacion. Ademas, los porcentajes de morfoanomalias y acrosomias fueron determinados

alas 1,8y 12 horas tras la descongelacion.

Ill. Recogida y valoracion espermatica

Seis eyaculados de cada macho fueron recogidos mediante vagina artificial, dos veces en
semana, durante la estacién reproductiva. Tras la recogida, el semen fue conservado a 37°C
hasta su evaluacion, donde se definia el volumen, concentracion seminal, la motilidad progresiva
(subjetiva y mediante CASA) y los porcentajes de acrosomias y morfoanomalias. Todo el
procedimiento de recogida seminal, asi como las diferentes valoraciones de la calidad seminal se
realizaron de manera similar a lo descrito en los apartados correspondientes de material y

métodos.

Las muestras seleccionadas en este estudio debian presentar una concentracion
espermatica superior a 2000 x 106 espermatozoides/ml, motilidad espermatica progresiva > 70%,

porcentaje de acrosomias < 20% y porcentaje de morfoanomalias <90%.

IV. Procesado seminal: congelacion y descongelacion.

Tras la recogida seminal, cada eyaculado fue “lavado” para retirar el plasma seminal y se
proceso individualmente. El proceso de lavado de los espermatozoides fue similar al descrito en
la parte general de material y métodos (doble centrifugado, 700 x g, 15 minutos). Una vez
eliminado el sobrenadante, se determinaba la concentracion seminal y se ajustaba el volumen (a
20°C) con el diluyente | (diluyente no glicerolado, ver composicién en Tabla 4), hasta alcanzar
una concentracion final de 800 x 108 espermatozoides/ml. En este momento, una alicuota (1 ml)

del semen diluido de cada uno de los machos se afiadia a un tubo de cristal, siendo mezclado y
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homogeneizado (PS). Posteriormente, el semen diluido de cada macho (SI) y el pool seminal
(PS) fueron divididos en cuatro nuevas alicuotas, siendo procesadas de la siguiente forma (figura
lll): la primera alicuota se depositaba en un tubo de cristal y se conservaba al bafio Maria a
37°C; la segunda muestra se situaba en un tubo de cristal y se preservaba a temperatura
ambiente (20°), una tercera alicuota se depositaba también en un tubo de cristal y era enfriada
desde temperatura ambiente a 4°C (en un plazo de 1.5 horas), y conservada a 4°C (camara de
refrigeracion); finalmente, la cuarta alicuota era destinada a ser criopreservada en nitrégeno

liquido.

En las alicuotas destinadas a criopreservacion, se afiadié un segundo diluyente
(diluyente glicerolado, ver composicidén en tabla 4), a temperatura ambiente (20°C), en un
volumen similar al primer diluyente hasta alcanzar una concentracion final de 400 x 106
espermatozoides/ml. Finalmente, el semen era envasado en pajuelas plasticas de 0.5 ml y
selladas mediante microbolitas plasticas. Las pajuelas fueron depositadas dentro del refrigerador
a 4°C durante 5 horas (enfriamiento de 2 horas desde temperatura ambiente a 4°C y 3 horas
mas de equilibrado). Tras la dilucién y justo antes del periodo de equilibrado, se valor6 la
motilidad de cada una de las alicuotas. Una vez finalizado el periodo de equilibrado, las pajuelas
se depositaron a unos 4 cm sobre el nivel del nitrogeno liquido durante 15 minutos. Finalmente,
esas pajuelas fueron sumergidas y conservadas en nitrégeno liquido. Estas muestras fueron
conservadas en este medio durante 30 dias. Se realizaron un total de 6 protocolos de

criopreservacion en este experimento (se congelaron 6 eyaculados por macho).

Para la descongelacion de las pajuelas, se procedié a sumergirlas en agua a 37°C
(durante 30 segundos) y el semen era depositado en 1 ml de PBS a 37°C y mantenido a esta
temperatura durante el resto del experimento. Para determinar la longevidad seminal, la
motilidad fue evaluada a las 1, 2, 4, 8 y 12 horas tras la descongelacién; ademas, los porcentajes
de espermatozoides con morfoanomalias y acrosomias fue determinada a las 1, 8 y 12 horas
tras la descongelacion. EI nimero de pajuelas evaluadas de cada macho (Sl) y del pool seminal
(PS) fue de 20.
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4.2.2.2. Experimento 2

[. Animales

En la segunda fase del experimento, se utilizaron un total de ciento veinte cabras de la raza
Majorera, en condiciones similares de alimentacion y estabulacion que las descritas para los
machos. Todas las hembras eran multiparas, con edades comprendidas entre 3 y 5 afios, de
fertilidad comprobada y con ciclos reproductivos regulares. Antes del comienzo de la experiencia,
el aparato reproductor fue examinado mediante ecografia transabdominal, confirmando la

idoneidad de los animales para participar en el estudio.

Il. Disefio experimental

En la segunda parte del experimento (Figura IV), nuestro objetivo era valorar la tasa de fertilidad
tras inseminacién con semen fresco y semen congelado-descongelado, que hubiese sido
procesado de manera individual o en forma de pool. Para tal fin, 120 cabras de raza Majorera
fueron divididas en cuatro grupos experimentales. En el primer grupo (grupo SIF, n= 30), seis
cabras fueron inseminadas con semen fresco de cada uno de los machos (cinco machos, seis
cabras por macho). El segundo grupo (grupo SPF, n=30) incluia hembras inseminadas con
semen fresco tras hacer el pool del semen de los cinco machos. En tercer grupo (grupo SIC,
n=30), las hembras fueron inseminadas con semen congelado-descongelado; pajuelas con
semen de cada macho fueron usadas para inseminar seis cabras (cinco machos, seis cabras por
macho). En el tltimo grupo (SPC, n=30), las hembras fueron inseminadas con un pool de semen
congelado-descongelado. Todas las cabras fueron inseminadas con un minimo de 120 x 108

espermatozoides moviles.

IIl. Sincronizacion y deteccién de celos

Durante la estacion reproductiva, las hembras fueron sincronizadas mediante la insercién de
esponjas intravaginales impregnadas en progestageno (40 mg de FGA) durante 11 dias.
Cuarenta y ocho horas antes de la retirada de las esponjas, recibieron una inyeccion
intramuscular de eCG (200 UI) y ademas se aplico, al mismo tiempo, una dosis intramuscular de

7.5 mg de anélogo de prostaglandina F.a (Luprostiol, 1 ml).

Los celos fueron detectados dos veces al dia (separadas 12 horas), usando un macho

testador, comenzando 12 horas tras la retirada de las esponjas. Las cabras fueron presentadas
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al macho de forma individual. Se considerd que las cabras ya habian comenzado el celo, unas 6

horas antes de que aceptase la monta por primera vez.

IV. Inseminacién artificial, diagndstico de gestacién y fertilidad

Las inseminaciones artificiales se llevaron a cabo con semen fresco y con semen congelado-
descongelado. Para el semen fresco, se usaron muestras de cada macho tras ser evaluado
(motilidad progresiva de los espermatozoides > 70%) y diluido hasta alcanzar una concentracion
final de 400 x 108 espermatozoides/ml. Ademas, se separaba una alicuota de semen de cada
macho y se mezclaron hasta conseguir un pool. Las muestras de semen (tanto individual como el
pool) fueron conservadas a 20 °C hasta el momento de la inseminacién. Por otro lado, para el
semen congelado-descongelado, las pajuelas fueron sumergidas en un bafio de agua a 37°C
durante 30 segundos. Las muestras eran evaluadas para confirmar que las cabras fuesen

inseminadas con un minimo de 120 x 108 espermatozoides mdviles.

Las cabras se inseminaron entre 18 y 20 horas después del inicio del estro. El canal
cervical se localizé usando un espéculo con luz como se ha descrito por Andersen y cols. (1973).
El semen fue depositado lo mas profundamente posible en el canal cervical, utilizando una pipeta
de inseminacion (Minitube-Ibérica, Tarragona, Espafa). Todas las inseminaciones se realizaron

por dos técnicos experimentados.

Treinta dias tras la inseminacién, se llevaron a cabo ecografias transabdominales (Aloka
SSD-500, 5.0-7.5 MHz) para confirmar la tasa de gestacion. Las cabras fueron consideradas
gestantes cuando se detectd latido cardiaco embrionario (Martinez y cols., 1998). Ademas, las
cabras fueron reevaluadas a los 45, 90 y 120 dias de gestacion para comprobar la viabilidad
fetal. Para controlar mejorar la paridera, las cabras fueron inducidas a parir el dia 145 de
gestacion, mediante la administracion de un analogo de prostaglandina, administrado por via
intramuscular. Por Ultimo, la tasa de fertilidad, prolificidad, asi como el peso y sexo de los

cabritos fueron registrados en el momento del parto.
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4.2.2.3. Andlisis estadistico

Los resultados se han expresado como media £ error estandar de la media. Los datos del
experimento 1 fueron analizados utilizando el procedimiento de modelo lineal general (ANOVA)
del SPSS 10.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.), con objeto de determinar el efecto de los
diferentes parametros estudiados, asi como la interaccion entre ellos. El modelo lineal incluyo el
efecto del macho (cinco), el procesado seminal (dos protocolos), el tiempo de conservacion (1, 2,
4, 8, 12 y 24 horas para la motilidad espermatica; 1, 8 y 12 horas para el porcentajes de
morfoanomalias y acrosomias) y la temperatura de almacenamiento (37°C, 20°C, 4°C,
congelacién-descongelacién-37°C), asi como las interacciones entre ellos. Las variables
expresadas como porcentajes (motilidad, morfoanomalias y acrosomias) fueron transformados
en arcosenos antes de su andlisis. Cuando se encontraron diferencias significativas, se
compararon las medias mediante el test de Tukey. Las diferencias en los resultados de fertilidad
(experimento 2) se compararon mediante el test exacto de Fisher. Los valores se consideraron

estadisticamente significativas cuando p <0.05.
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Figura lll. Planificacion de la recogida de muestras, contrastacion, procesado y
criopreservacion de las muestras seminales (Experimento 1) e
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Figura IV. Diseiio experimental de los procedimientos de sincronizacidn, inseminacion

artificial y control de la gestacion en los diferentes grupos experimentales (Experimento 2)
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4.2.3. RESULTADOS

Las caracteristicas del semen fresco se muestran en la Tabla 4.2.1. Como se observa, los

valores de volumen eyaculado fueron practicamente similares; con respecto a la concentracion
espermatica, el macho 4 presentaba un menor numero (p <0.05) de espermatozoides/ml que los
machos 2 y 5; sin embargo, el nimero total de células espermaticas por eyaculado era muy
similar entre machos (rango: 6.4-7.0 x 10° espermatozoides/eyaculado). La motilidad
espermatica fue similar entre los machos 1, 3, 4 y 5, con valores muy uniformes dentro del
mismo animal, y solo el macho 2 mostré una motilidad inferior a los otros. Todos los machos
presentaron valores medios muy similares en el porcentaje de morfoanomalias, con valores
inferiores al 8% en todos los casos y un valor medio nunca superior al 4%. Finalmente, el
porcentaje de espermatozoides con acrosomas alterados siempre fue inferior al 11%, sin

detectarse diferencias significativas entre los diferentes ejemplares.

Tabla 4.2.1. Media + SEM de volumen, concentracién espermatica y porcentajes de motilidad

progresiva, morfoanomalias y acrosomas intactos en semen fresco de los machos donantes

Volumen Concentracién Motilidad Morfoanomalias ~ Acrosomas
Macho

(ml) espermatica’ progresiva (%) (%) intactos (%)

1 14+0.1 4.7 +(0.220 80.6 +1.22 29+0.7 943+1.8

2 1.3+0.2 52+0.3 715+2.00 28+06 940+1.6

3 14+0.2 4.8 +(0.4ab 80.0 + 3.12 35+23 943+1.0
4 16+0.2 4.0+0.2° 792+ 272 26+15 924+0.9

5 14+0.2 50+0.12 80.3+3.72 38+09 929+1.1

1. Concentracion espermatica expresada en x 10° espermatozoides/ml
a Diferentes letras (superindice) en la misma columna denotan diferencias significativas (p<0.05).

Las Tablas 4.2.2. y 4.2.3. muestran la motilidad progresiva de cada macho (semen
procesado individualmente, Sl) y del pool (PS) en los diferentes protocolos de conservacion. A
37°C, todas las muestras presentan un declive progresivo en la motilidad espermatica, siendo
mas evidente a partir de las 12 primeras horas de conservacion, y Unicamente el macho 1
muestra valores de motilidad progresiva cercanos al 25% tras 24 horas de incubacion. Ademas,
el macho 2 presentaba la motilidad mas baja de todas (p<0.01) tras las primeras 12 horas de
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conservacion. En las muestras preservadas a 20°C se observa que en 4 de los 5 ejemplares, la
motilidad espermatica apenas se modifica durante las 24 horas de incubacion, con valores entre
un 60 a un 70%; el macho 2 presenta los valores mas bajos de motilidad desde el primer
momento. Un patron similar se observa en las muestras conservadas a 4°C, con valores que no
varian a lo largo del periodo de preservacion, si bien en uno de los machos (macho 2), los
valores de motilidad espermatica son entre un 20 a un 30% inferiores (p<0.01) al resto de

ejemplares.

Por otro lado, al comparar la motilidad espermética de las muestras individuales y la del
pool seminal, no se detectan diferencias significativas (entre la mayor parte de los machos vy el
pool) durante todo el periodo experimental, en muestras preservadas a 37, 20 y 4°C; solo el
macho 2 mostraba una motilidad progresiva inferior (p<0.01) que el pool, en todas las
temperaturas evaluadas (37, 20, 4 °C) y para todos y cada uno de los periodos evaluados (2, 4,
8,12y 24 horas).

Finalmente, cuando se procesaron las muestras congeladas y descongeladas, pudimos
observar una proporcion practicamente similar (35-45%) de motilidad progresiva entre los
eyaculados individuales y el pool tras las dos primeras horas post-descongelacion; a partir de
este momento, se registrd un descenso de los valores medios de motilidad progresiva, siendo
estos valores inferiores al 25%, en todas las muestras evaluadas, a partir de 8 horas tras la
descongelacion. Al igual que para el resto de temperaturas evaluadas, el macho 2 presentaba
los valores mas bajos de motilidad (p<0.05), ya desde el primer periodo de tiempo evaluado, y

mostrando valores inferiores al 10% a partir de las 4 horas de incubacion.
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Tabla 4.2.2. Porcentajes (media + SEM) de motilidad progresiva a lo largo del periodo experimental en semen fresco (37°C, 20°C)

Ta Horas

37°C 8
12

24

20°C

12

24

Machos
1 2 3 4 5 Pool

72.5 £ 8.6a01 55.0 + 5.2b1 80.5 + 3.521 725+ 3.721 80.0 + 4.521 74.7 +4 121
65.0 + 7,02.12 45.0 £ 9.901 75.5 + 3.4 70.0 £ 7.221 75.1 £ 3.1 70.0 £ 6.121
62.5 + 9.7a12 15.3 £ 8.3b:2 62.5 + 2.522 57.5 + 3.622 62.5 + 3.522 62.4 + 25212
55.0 + 5.122 16.3 £ 9.202 60.0 + 1.0a2 60.0 + 0.522 62.3 + 3.4a2 66.7 + 4.1a2
245+ 3.223 8.3 +4.503 2.7 £3.403 5.5+2.303 10.0 £2.303 13.3£6.703

68.3 £ 9.42 48.3 +5.4b 71.7 542 67.0 + 3.5 68.1 +3.12 74.7 £ 2.02

70.1 +£3.52 43.3+10.8 68.3 +7.42 70.6 £ 5.42 73.1+5.12 75.0 £ 3.4

69.3+4.12 48.3+4.1° 66.7 +7.42 7131542 67.0+7.02 70.2 £ 3.5

70.2 +3.52 474 +11.3b 70.7 £ 742 66.5 + 4.3 70.8 £ 4.12 70.7 £ 4.12
63.3 542 43.3+10.4b 69.0 +6.12 709742 70.0 £ 3,52 65.0 +9.32

abe Diferentes letras (superindice) en la misma fila y categoria (37°C, 20°C) denota diferencias significativas (p<0.05)

123Diferentes numeros (superindice) dentro de la misma columna y categoria (37°C, 20°C) denota diferencias significativas (p<0.05)



Tabla 4.2.3. Porcentajes (media + SEM) de motilidad progresiva a lo largo del periodo experimental para semen refrigerado (4°C) y semen

congelado-descongelado

Ta Horas

4°C 8
12

24

-196°C 4
8

12

Machos
1 2 3 4 5 Pool
68.3 +5.92 43.3 £ 8.4b 714 +2.08 68.3 +7.4a 71.0+7.12 69.0 £ 1.72
66.6 + 2.02 417 £7.4b 68.3 + 8.92 65.0+7.12 72.3+2.02 66.1 £ 2.02
65.0 + 3.5 35.0 6.1 64.3 +2.4a 61.7 £ 5.32 68.3 + 4.52 65.6 £ 4.12
60.3+1.12 38.3+8.3° 63.9 + 3.52 65.0 + 5.32 67.1+2.12 60.7 £ 7.12
60.0 +2.92 38.3+5.4b 63.7 £4.12 60.3 +4.82 66.7 +2.22 59.9 +6.72
44.0 +1.921 32.6 £ 4.801 40.0 £ 4.121 42.3 +2.221 45.1 + 3.121 45.3 +5.921
41.7 +£2.321 27.1 £ 5.1b1 35.9 + 3.221 38.0 £4.321 42.3 +1.421 432 +6.021
40.0 + 3.521 6.3 +4.1b2 30.5 £ 6.4¢ 27.8 +3.9¢2 33.8+£3.1¢2 32.3 1 4.5¢2
19.7 £ 9.322 4.0 1,002 2.0+2.202 5.6 +2.003 5312603 12.7 £2.5¢3
9.6 +1.523 0.0+0.003 0.0 £0.002 0.0 +£0.003 0.0£0.003 10.5 £ 2.2a3

abe Diferentes letras (superindice) en la misma fila y categoria (4°C,-196°C) denota diferencias significativas (p<0.05)

123Diferentes numeros (superindice) dentro de la misma columna y categoria (4°C, -196°C) denota diferencias significativas (p<0.05)
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Los porcentajes de acrosomias (Tabla 4.2.4.) fueron practicamente similares en las
muestras conservadas a 20 y a 4°C (valores medios comprendidos entre 6.1y 11.7%). Ademas,
no se detectaron diferencias significativas en la proporcion de acrosomias entre las dosis
individuales y las muestras de pool durante todo el periodo de conservacion. Sin embargo, todas
las muestras de semen individual (menos en el caso del macho 4) conservadas a 37°C
mostraron un aumento progresivo en el porcentaje de acrosomas alterados, a lo largo del
periodo experimental. Finalmente, en las muestras congeladas-descongeladas no se
encontraron diferencias significativas para las primeras 8 horas tras la descongelacion; sin
embargo, 12 horas tras la descongelacion, la proporcidn de alteraciones del acrosoma se habia
incrementado notablemente, y Unicamente las muestras PS mostraron valores medios de

integridad del acrosoma por encima del 70%.

Tabla 4.2.4. Porcentajes (media £ SEM) de acrosomias a lo largo del periodo experimental para
semen fresco (37, 20°C), refrigerado (4°C) y congelado-descongelado

Machos

T8  Horas 1 2 3 4 5 Pool

1 90+£55" 95211 11.0+£28" 99+14 82%22" 12120
37°C 8 17.5+3.6%2 16.0+£2722 10.5+£2.9%1 84+£210 78+2501 142+ 1.4
24 245%2132 227+4922 233+3.922 100+28> 23.0+0.522 19.3+4.92
1 73%+33 80+£19 7119 87+33 63+x04" 73+28
20C 8 97+22 87+04 100+£37 90%29 74£182 03+16
24 9014 83+£36 11.7+£30 92£25 10123 114%32
1 82+18 103+41 64+32 82+16 6114 7729
4°C 8 103+48 115+46 103+32 105+87 80%x13 100+35
24 89+27 105x12 9708 92+15 74%12 97+28
1 142+30" 147+24" 13715 126+16' 11.9+15" 12711
-196°C 8 15.3+48' 139+47" 153+20" 17.5+49" 157+22' 14339
12 392+£2932 523+23%2 375+3422 443+2332 4122232 271 +24c2

abe Diferentes letras en la misma fila y categoria (37, 20, 4,-196°C) denota diferencias significativas (p<0.05)
123Diferentes nimeros (superindice) dentro de la misma columna y categoria (37, 20, 4, -196°C) denota diferencias
significativas (p<0.05)
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El porcentaje de morfoanomalias espermaticas (Tabla 4.2.5.) fue inferior al 10% en todos
los machos (rango: 2-10%), sin observarse diferencias significativas a lo largo de todo el periodo
experimental, ni entre temperaturas de conservacion. Asimismo, los porcentajes de

morfoanomalias de las muestras Sl'y PS fueron practicamente similares.

Tabla 4.2.5. Porcentajes (media £ SEM) de morfoanomalias a lo largo del periodo experimental

para semen fresco (37, 20°C), refrigerado (4°C) y congelado-descongelado.

Machos

Ta Horas 1 2 3 4 5 Pool

37°C 8 30+14 35+14 36+03 2607 24+x11 35%11

24 29+17 40+21 29+07 37+28 38+x17 30x10

20°C 8 23+12 2504 40+£20 26+22 3307 3012

1 28+08 24+05 39+23 33+x08 33x08 29+11

4°C 8 23+15 3.0+12 38+20 42+15 41+x12 33%14

24 28+04 24+09 3008 39+08 37+x04 24%17

1 3204 27+08 30%28 34+09 32+x12 25%04

-196°C 8 2007 26+12 39+07 28+11 31+x09 28%10

12 3110 29+04 40+13 37x12 35+x14 25%10

Finalmente, la Tabla 4.2.6 muestra la tasa de fertilidad tras la inseminacion artificial con
semen fresco y semen congelado-descongelado. La tasa de gestacion y la fertilidad a término
fueron muy similares en los grupos SIF y SPF (73.3% vs 76.7% y 70.0% vs 73.3% para SIF y
SPF, respectivamente), sin mostrar diferencias en prolificidad y con un porcentaje similar de
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partos multiples (85.7%, 18/21 vs 90.0%, 20/22; SIF vs SPF respectivamente) Por otro lado,

no

se observaron diferencias significativas en las tasas de fertilidad de cabras inseminadas con

semen congelado-descongelado (SIC y SPC), presentando valores medios aproximadamente del

50%; ademas, la prolificidad fue muy parecida entre grupos experimentales, mostrando un valor

muy cercano al obtenido con semen fresco.

Tabla 4.2.6. Tasa de gestacion, fertilidad a término y prolificidad tras inseminacion artificial con

semen fresco y congelado-descongelado procesado de forma individual o en pool

Semen fresco Seme congelado-descongelado
SIF! SPF2 SIC3 SPC4
Fertilidad 73.32 (22/30) 76.72 (23/30) 46.7° (14/30) 53.3v(16/30)

dia 35 (%)
Fertilidad a 70.02 (21/30) 73.32(22/30) 46.7° (14/30) 50.00 (15/30)
término (%)

Prolificidad 1.90 (40/21) 1.95 (43/22) 1.85 (26/14) 1.87 (28/15)

1 Cabras inseminadas con semen fresco individual (SIF)

2 Cabras inseminadas con semen fresco en pool (SPF)

3 Cabras inseminadas con semen congelado-descongelado procesado individualmente (SIC)
4 Cabras inseminadas con pool de semen congelado-descongelado (SPC)

ab Diferentes letras (superindice) en la misma fila denotan diferencias significativas (p<0.05)
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4.2.4. DISCUSION

Este estudio ha contrastado la viabilidad del semen caprino tras diferentes protocolos de

procesado, mostrando que la conservacion a 20 y 4°C no altera la calidad seminal durante las
primeras 24 horas; sin embargo, la conservacion del semen a 37°C causa un dramatico
descenso en la viabilidad seminal desde las 12 horas en adelante. Ademas, este estudio
pretendia definir si al realizar un pool de semen de varios donantes, la calidad seminal y la
consecuente fertilidad se veian modificadas; los resultados in vivo e in vitro revelaron que al
mezclar semen, los parametros seminales o las tasas de fertilidad no se ven modificados
significantemente, comparado con los resultados obtenidos tras procesar el semen de manera

individual.

Al analizar los resultados de motilidad espermatica progresiva, no se encontraron
diferencias significativas entre las muestras conservadas a 20 y a 4°C, manteniendo los valores
medios superiores al 60%, en cuatro de los cinco machos, durante las primeras 24 horas.
Nuestros resultados fueron superiores a los obtenidos por otros autores donde se utilizaron
diluyentes a base de leche y sin la adicién de yema de huevo (Paulenz y cols., 2005; Salvador y
cols., 2005; Mara y cols., 2007); estos estudios registraron un ligero declive en la motilidad a
medida que avanza el tiempo (24 horas), concluyendo que la aplicabilidad de este diluyente en
condiciones de campo puede ser limitada (Paulenz y cols., 2005). Respecto a las muestras de
semen preservadas a 37°C, presentaban una considerable reduccién de la motilidad tras 12
horas de incubacién, mostrando valores medios inferiores al 25% en todas las muestras. La baja
longevidad observada en las muestras conservadas a 37°C parece ser consecuencia de un
rapido agotamiento metabdlico de los espermatozoides, disminuyendo de esta forma la motilidad
espermatica, a medida que se incrementa el tiempo de conservacion (Leboeuf y cols., 2000).
Finalmente, tras la congelacion-descongelacion, los valores medios obtenidos coinciden con los
rangos observados por otro autores, donde la motilidad fue definida justo tras la descongelacion
y atemperamiento de las muestras (Cabrera y cols., 2005; Hidalgo y cols., 2007; Batista y cols.,
2009); sin embargo, distintos autores han sugerido que la valoracién de la motilidad progresiva
tras la incubacion del mismo (37°C) es un método mas fiable para valorar la calidad seminal in
vitro que la valoracion justo tras la descongelacién (Roth y cols., 1999; Dorado y cols., 2007). De
esta manera, en el semen congelado-descongelado no se detectaron apenas modificaciones

durante las dos primeras horas de incubacion (37°C), pero a las 8 horas de incubacion, la
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motilidad progresiva disminuyé drasticamente en todas las muestras. Estos resultados parecen
indicar que el semen parece permanecer viable solo durante 4-6 horas tras la descongelacion,

siendo éste el periodo limite para obtener tasas razonables de fertilidad.

El porcentaje de espermatozoides con acrosomas intactos permanecié practicamente
inalterado durante el periodo de incubacion en las muestras conservadas a 20 y 4°C. Nuestros
resultados son consistentes con aquellos obtenidos en diversos estudios en los que se conservo
el semen a 4-5°C (Roca y cols., 1997) 0 a 20°C (Paulenz y cols., 2005) con diluyentes a base de
yema de huevo; sin embargo, en aquellos estudios donde el medio de dilucion era a base de
leche, se confirmd que la proporcién de acrosomas alterados aumentaban tras las primera 24
horas de preservacion (Salvador y cols., 2006). Con respecto al semen congelado y
descongelado, observamos un aumento notable de las acrosomias tras las primeras 8 horas de
incubacion, con valores medios muy parecidos entre machos y en cada periodo. Estos
resultados son comparables con aquellos obtenidos en diferentes razas caprinas, para muestras
de semen congeladas-descongeladas y conservadas con diluyentes a base de leche (Dorado y
cols., 2007; Hidalgo y cols., 2007) o a base de TRIS (Leboeuf y cols., 2000; Chang-Yong y cols.,
2006; Batista y cols., 2009). Por otro lado, el porcentaje de morfoanomalias no experimentd
variaciones a lo largo del periodo de incubacion, y no se observaron diferencias entre los cuatro
protocolos de conservacion testados; estos resultados coinciden con diferentes estudios que
muestran proporciones de morfoanomalias poco variables tras su conservacién a 4-5°C (Roca y
cols., 1997; Paulenz y cols., 2005) o tras la congelacién (Singh y cols., 1995; Dorado y cols.,
2007; Batista y cols., 2009). Por lo tanto, se puede asumir que el protocolo de preservacion y el
tiempo (horas) de incubacion favorecen, en mayor medida, el desarrollo de alteraciones en la
integridad estructural del acrosoma, mas que el desarrollo de otras morfoanomalias

espermaticas.

Con respecto a las experiencias in vivo, la tasa de fertilidad tras la inseminacién artificial
con semen fresco estuvo entorno al 70%, sin encontrar diferencias significativas entre los grupos
SIF y SPF. Nuestros resultados son comparables con aquellos obtenidos por diferentes autores
tras realizar inseminacion artificial con semen conservado a 20°C (Paulenz y cols., 2005) y 5°C
(Roca y cols., 1997) y ligeramente inferiores a los obtenidos tras inseminacion artificial con

semen fresco y diluido (Leboeuf y cols., 2000, 2003a). Con semen congelado-descongelado, los
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indices de fertilidad observados en nuestros estudio (46.7 % y 50.0%, SIC y SPC,
respectivamente) quedan entre los descritos para diferentes razas caprinas (Ritar y cols., 1990;
Karatzas y cols., 1997; Salvador y cols., 2005; Dorado y cols., 2007; Batista y cols., 2009), si
bien bastante alejados del 70% de tasa de nacimientos descrito por Leboeuf y cols. (2000,

2003Db) tras realizar inseminacidn transcervical, con semen congelado-descongelado.

Otro proposito de nuestro estudio fue comparar la calidad seminal de muestras
individuales y de muestras tras realizar un pool. Los resultados in vitro no mostraron variaciones
en ninguno de los pardmetros estudiados (motilidad espermatica, morfoanomalias y acrosomias)
independientemente del protocolo de conservacion. Ademas, la tasa de gestacion tras realizar
inseminacién artificial con semen fresco o congelado-descongelado no fue diferente entre
muestras individuales y las muestras procedentes del pool de eyaculados. Diferentes estudios
han demostrado que no existen diferencias significativas en los indices de fertilidad tras
inseminacién artificial con semen liquido conservado (Paulenz y cols., 2005) o semen congelado-
descongelado, de diferentes machos cabrios (Salvador y cols., 2005). Por su parte, Gacitua y
Arav (2005) obtuvieron una tasa de fertilidad similar tras realizar inseminacion artificial con
semen congelado-descongelado procedente de machos individuales o tras realizar un pool de
sus eyaculados. Esta similar tasa de fertilidad que se obtiene, con independencia de su
procedencia (muestras individuales o pool), puede explicarse por la seleccion que realizamos de
las muestras seminales antes de llevar a cabo la inseminacién, de tal forma que todas las
hembras fueron inseminadas con al menos 120 x 106 espermatozoides moviles. A este respecto,
Salvador y cols. (2005) propusieron que la influencia de los machos sobre el indice de
prolificidad podria verse atenuada por el hecho de que el semen congelado-descongelado es
evaluado antes de ser usado para inseminacion y que solo las pajuelas con una calidad minima

fueron usadas para este fin.

En la especie porcina, al mezclar semen de diferentes verracos, se ha demostrado un
incremento de diferentes parametros reproductivos comparado con los obtenidos con el uso de
dosis homoespermicas (Godet y cols., 1996; Haugan y cols., 2005). Ademas, se ha definido que
verracos con calidades similares en su semen fresco, muestran diferencias tras su congelacion y
descongelacion; en consecuencia, los verracos podrian ser considerados como “buenos

congeladores” o “malos congeladores” (Holt y cols., 2005; Hernandez y cols., 2007). En nuestro
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estudio, tras congelar y descongelar las muestras, no se observaron diferencias entre muestras
individuales y las heterospérmicas. La explicacion de este hecho puede residir en que cuatro de
los cinco machos utilizados podrian catalogarse como “buenos congeladores”, y tras realizar el
pool, el semen heterospérmico no aumentase la calidad seminal de manera significativa. Por otro
lado, en la especie porcina, cuando se lleva a cabo la inseminacion artificial con semen
procesado de manera individual y de alta calidad, no se observan diferencias significativas en las
tasas de fertilidad comparado cuando se utiliza semen heterospérmico (Haugan y cols., 2007).
Nuestros resultados no revelan diferencias en las tasas de fertilidad tras realizar inseminaciones
con semen fresco procesado de manera individual o tras realizar un pool; de cualquier manera,

haria falta seguir investigando este campo para poder confirmar los hallazgos obtenidos.

Los resultados de este estudio demuestran que el semen conservado en un medio a
base de yema de huevo puede ser conservado a 20 y 4°C, sin mostrar diferencias relevantes en
la calidad seminal durante las primeras 24 horas. Ademas, en nuestro laboratorio hemos
realizado otra serie de experiencias (resultados no recogidos en el presente estudio) que han
confirmado que las muestras de semen conservadas a 20 y 4°C mantienen valores
practicamente similares de motilidad progresiva (>50%), hasta las 96 horas de incubacién. Por
otro lado, en la presente experiencia no hemos constatado una mejoria de la calidad seminal tras
procesar muestras heterospermicas cuando lo comparamos con muestras de machos
individuales, mostrando resultados similares en cada uno de los protocolos de conservacion (37,
20, 4 y -196°C), en el periodo de preservacion testado (24 horas). De cualquier manera, seria
interesante confirmar si en periodos de incubacién mas prolongados, las muestras seminales
(individuales o en forma de pool) podrian experimentar diferencias en su viabilidad, dependiendo
del protocolo de conservacion usado. Ademas, se hace necesario desarrollar estudios
especificos con objeto de evaluar la calidad del semen conservado a 4 y 20°C, para luego ser
sometido a incubacién a 37°C durante diferentes periodos de tiempo. Del mismo modo, otra
posible linea de investigacion podria orientarse a evaluar la longevidad del semen congelado-
descongelado, de tal forma que una vez el semen fuese descongelado, en lugar de ser
preservado a 37°C (como se realiza de manera tradicional), fuese conservado 20 y 4°C, con
objeto de evaluar si de esta manera se podria incrementar el periodo de viabilidad espermatica

(longevidad) tras la descongelacion.

129



EXPERIENCIA 1II



Experiencia lll

4.3. EXPERIENCIA IIl. VIABILIDAD ESPERMATICA EN MUESTRAS DE SEMEN CAPRINO
CONSERVADAS EN UN CONTENEDOR DE TRANSPORTE (VAPORES DE NITROGENO
LiQuIDO)

4.3.1. INTRODUCCION

El envio de semen congelado, a corta o larga distancia, se ha convertido en una practica muy
comun con las nuevas técnicas de reproduccion asistida (Hendricks y cols., 2010). Sin embargo,
en los Ultimos afios, el movimiento de criocontenedores con nitrégeno liquido se ha vuelto méas
complejo, debido a su catalogacion como material peligroso, sujeto a una estricta regulacién; en
consecuencia, el transporte aéreo de muestras seminales precisa de nuevos protocolos
(Bielanski, 2005a).

En la actualidad, los contenedores de transporte seco (vapores de nitrégeno liquido) son
capaces de conservar, durante unos pocos dias, una fase de vapor aproximadamente a -150°C
en la camara de almacenamiento, sin riesgo alguno a que se derrame nitrégeno liquido durante
el transporte (Bielanski, 2005a; Hendricks y cols., 2010). Los contenedores de transporte se han
utilizado para congelar pajuelas de semen de distintas especies animales, como bovino
(Bielanski, 2005b), peces (Nascimento y cols., 2010) y animales salvajes (Roth y cols., 1999).
Sin embargo, muy pocos estudios han demostrado la efectividad de estos contenedores para
preservar las muestras seminales durante cortos periodos de tiempo (Carolsfeld y cols., 2003;
Nascimento y cols., 2010), y no se ha desarrollado ninguna investigacion para determinar si la
calidad seminal sufre alguna modificacion durante el tiempo de conservaciéon en estos

contenedores de transporte seco.

En macho cabrio, la refrigeracién seminal permite el mantenimiento de niveles
aceptables de calidad seminal durante 3-5 dias (Salvador y cols., 2006; Batista y cols., 2011).
Esta conservacion a corto plazo es, normalmente, suficiente para llevar a cabo el transporte de
muestras de semen desde los distintos laboratorios localizados a largas distancias, hasta su
lugar final de utilizacion (Hendricks y cols., 2010). Sin embargo, en muchos casos, las muestras
enviadas pueden sufrir retrasos o contratiempos que pueden significar una pérdida considerable
de la calidad seminal. En distintas areas geograficas, como es el caso de las Islas Canarias, el

envio a larga distancia de semen congelado se convierte en una tarea muy complicada o incluso
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imposible. Ademas, cada vez con mayor frecuencia, muchos clinicos realizan inseminacion
artificial con semen congelado procedente de laboratorios o centros de referencia, pero en la
mayoria de las ocasiones, los clinicos carecen de contenedores de nitrégeno para conservar

este semen indefinidamente.

El objetivo de este estudio pretende evaluar la eficacia de los contenedores de
transporte para la conservacion de semen caprino a corto plazo, estudiando la influencia del

tiempo de conservacion sobre la calidad seminal

4.3.2. MATERIAL Y METODOS
4.3.2.1. Animales

Seis machos cabrios de la raza Majorera, en perfecto estado de salud, con edades

comprendidas entre 4 y 6 afios, fueron usados como donantes de semen. El estudio fue llevado
a cabo en la granja de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Las Palmas (Islas
Canarias, Espafa, 28°N, 23°0). Los machos se encontraban emplazados (corral colectivo),
alimentados y con un plan sanitario similar al que se ha descrito con anterioridad. Todo el trabajo
experimental se llevd a cabo respetando las leyes espafolas de bienestar animal y de
experimentacién con animales vivos. Antes del inicio del experimento, la realizacion de un
examen ecografico confirmd que tanto los testiculos como las glandulas reproductivas, se

encontraban sin ningun tipo de anomalias o alteracion.

4.3.2.2. Recogida seminal

Hacia el final de la estacion reproductiva (Diciembre), se recogié semen de cada macho, una vez
a la semana, durante 3 semanas seguidas, mediante una vagina artificial. Inmediatamente
después de su recogida y antes de hacer un pool con los distintos eyaculados, éstos fueron
depositados en un bafio Maria a 37°C y se recogieron alicuotas de cada uno para valorar la

calidad seminal.

4.3.2.3. Evaluacion y procesado seminal

Las muestras seminales fueron evaluadas para determinar el volumen eyaculado, la
concentracion espermatica, asi como los porcentajes de espermatozoides moviles, de

acrosomias y de morfoanomalias. Las evaluaciones se realizaron de manera similar a lo descrito
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en la parte general de material y métodos; brevemente, el volumen se determino directamente en
el tubo graduado de recogida, la concentracion espermatica se estimé mediante
espectofotometria (Spermacue®), la motilidad espermatica (porcentaje total de espermatozoides
mdviles, espermatozoides con movilidad rapida) se analizd mediante un sistema automatizado
de andlisis espermatico (CASA), mientras los porcentajes de espermatozoides con morfologia
anormal y con acrosoma intacto, se evaluaron mediante la técnica de tincion Spermac®, para un

minimo de 200 células espermaticas por muestra.

Tras el correspondiente andlisis, se seleccionaron solo las muestras individuales que
presentaban una concentracion seminal >2000 x 106 espermatozoides/ml, una motilidad
espermatica progresiva >70%, un porcentaje de acrosomias <20%, mientras el porcentaje de

espermatozoides con morfologia normal debia ser superior al 90%.

El procesado seminal se llevo a cabo de manera similar a lo descrito por Batista y cols.
(2011). Los eyaculados fueron diluidos en solucidn de lavado a 37°C y centrifugados dos veces a
700 x g durante 15 minutos (temperatura ambiente). En este momento, se retiraba el
sobrenadante, y los sedimentos seminales eran mezclados y luego diluidos (1:3) en un diluyente
a base de TRIS, glucosa y yema de huevo (Tabla 4). A continuacién, se determinaba la
concentracion y el volumen se ajustaba (a temperatura ambiente) para obtener una
concentracion final de 800 x 106 espermatozoides/ml. Antes de comenzar con la refrigeracion, se
realizo una nueva dilucion afiadiendo, en tres fases separadas 10 minutos entre si, el segundo
diluyente (Tabla 4) o fraccién glicerolada (20-22°C) en un volumen similar al primer diluyente,
obteniéndose una concentracion final de 400 x 108 espermatozoides/ml. El semen fue envasado
en pajuelas de 0.5 ml, para ser depositadas en un recipiente con agua (20-25°C), siendo
enfriadas en un refrigerador desde temperatura ambiente hasta los 5°C en un periodo de 2 horas
y luego se mantuvieron a esta temperatura durante 3 horas mas (periodo de equilibrado), antes

de comenzar el proceso de congelacion.

4.3.2.4. Congelacion seminal, almacenamiento y descongelacién

Tras el equilibrado, las pajuelas se situaron en una rampa de congelacién, en el interior de una
caja de poliestireno, quedando suspendidas a 4 c¢cm sobre el nivel del nitrégeno liquido, y

permanecieron en vapores de nitrogeno liquido durante 15 minutos; finalmente, las pajuelas
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fueron sumergidas y conservadas en nitrégeno liquido (NL). Un total de 180 pajuelas fueron

conservadas en NL, que se obtuvieron tras tres protocolos diferentes de congelacion.

Aproximadamente treinta dias tras la congelacién (Figura V), la mitad de las pajuelas
fueron transferidas del contenedor de nitrogeno liquido (-196°C) a un contenedor de transporte
de NL, totalmente cargado, pero sin liquido en su cadmara de almacenamiento. El contenedor de
transporte seco habia sido previamente rellenado de NL, y una vez que la temperatura en la
camara de almacenamiento alcanzd la temperatura de -160°C, el NL residual fue retirado.
Durante el periodo experimental, no se afiadio mas NL al contenedor de transporte. Las pajuelas
fueron depositadas de forma vertical en la cdmara de almacenamiento del contenedor, en tubos
plasticos, quedando almacenados en vapores de nitrdgeno (protocolo DS) durante 7 dias. De
igual manera, un grupo control de pajuelas se mantenia en nitrégeno liquido (protocolo NL)

durante un periodo similar de almacenamiento.

La descongelacién se llevd a cabo a los 1, 2, 3, 5y 7 dias tras transferir las pajuelas al
contenedor de transporte seco. Las pajuelas almacenadas en el contenedor de transporte fueron
extraidas directamente y se sumergieron inmediatamente en un bafio de agua a 37°C durante 30
segundos, luego, el semen era vertido en 1 ml de PBS a 37°C; todas las muestras fueron
conservadas a esta temperatura durante el resto del experimento. El protocolo de
descongelacion fue similar para las pajuelas conservadas en el contenedor de nitrdgeno liquido.
Tras la descongelacion, dentro de cada protocolo, las pajuelas fueron mezcladas entre si 'y luego
se determino el porcentaje total de espermatozoides mdviles, el porcentaje de espermatozoides
con movimiento rapido, porcentaje de acrosomias y morfoanomalias. El nimero total de pajuelas

evaluadas cada dia y para cada protocolo de almacenamiento (LN, DS) fue de 18.

4.3.2.5. Caracteristicas del contenedor de transporte seco

El contenedor de transporte seco era del modelo MVE SC2/v1 (capacidad de 1.5 litros de
nitrégeno liquido, y capacidad para 88 pajuelas de 0.5 ml). Este recipiente presenta un
absorbente hidrofébico (silicona coloidal tratada) envuelta en una membrana, también de
material absorbente hidropdnico, retenido por un metal aislante. La membrana absorbe la
totalidad del nitrdgeno liquido, permitiendo que se mantenga una fase de vapor, de al menos -

150°C, en la camara de almacenamiento (Bielanskki, 2005a). Antes de empezar el experimento,
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la temperatura del interior del contenedor fue verificada en numerosas ocasiones. Una sonda
(638 Pt, Crison Instruments, Barcelona) se colocé dentro de las pajuelas (llenas con semen y
diluyentes de congelacion), situadas en un canister en el fondo del contenedor de transporte, y la
temperatura fue registrada. La temperatura se controlé una vez al dia, todos los dias durante una
semana, confirmando que siempre oscilaba entre -150 y -160°C. El tiempo empleado en

controlar la temperatura fue aproximadamente unos 2 minutos.

4.3.2.6. Andlisis estadistico

Los resultados fueron expresados como media + SEM (error estandar de la media). Los datos
fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA) usando el procedimiento de modelo lineal
general del SSPS10.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). EI modelo lineal incluyé el efecto de
almacenamiento seminal (dos protocolos) y el tiempo de almacenamiento (1, 2, 3, 5y 7 dias).
Las variables expresadas en porcentajes (motilidad, morfoanomalias y acrosomias) fueron
analizadas tras la transformacion en arcosenos. Las diferencias entre medias fueron analizadas
por el test de Duncan. Los valores fueron considerados estadisticamente diferentes cuando
p<0.05.

135



Experiencia lll

- Volumen

- Concentracion

- Motilidad

- Morfoanoamalias

- Acrosomias

MACHOS | . Recogida y
CABRIOS contrastacion seminal
[ o)
PROCESADO SEMINAL
400 X 106 12% yema 4%
espermat/ml huevo glicerol
CONGELACION EN
NITROGENO LiQUIDO
[ ALMACENAMIENTO
NITROGENO
LiQuIDO

a

<DIA 1><DIA ZXDIA 3XDIA 5XDIA 7>

NITROGENO
SECO

Figura V. Plan experimental de la experiencia 3

- Motilidad
- Morfoanoamalias
- Acrosomias

136




Experiencia lll

4.3.3. RESULTADOS

La Tabla 4.3.1. muestra las caracteristicas seminales del semen fresco. La concentracion
espermatica total fue practicamente similar entre machos, mientras la motilidad espermatica total
y progresiva fue superior al 90 y 85%, respectivamente y no se observaron diferencias
significativas entre los distintos machos. Finalmente, el porcentaje de espermatozoides con
morfoanomalias fue inferior al 5% en todos los machos y el porcentaje de acrosomias se situ

entre el 8 y el 13%, con un valor medio de acrosomas intactos cercano al 90%.

Tabla 4.3.1. Media + SEM de concentracién espermatica, porcentaje de espermatozoides
mdviles, motilidad progresiva, morfoanomalias y porcentaje de espermatozoides con el

acrosoma intacto en semen fresco de los machos donantes (n=6)

Concentracién ~ Espermatozoides Motilidad Morfoanomalias Acrosomas
espermatica’ moviles (%) progresiva (%) (%) intactos (%)
425+25 90425 86.0+3.0 3007 889154

1. Concentracion espermatica expresada en x 108 espermatozoides/ml

Las caracteristicas de motilidad espermatica en cada grupo experimental se muestran en
la Tabla 4.3.2. Las dosis seminales conservadas en nitrégeno liquido (NL) no mostraron
diferencias significativas en los porcentajes de espermatozoides moviles (rango valores medios:
60-70%) y motilidad progresiva (rango: 50-57%) durante el periodo experimental. Sin embargo,
las dosis seminales conservadas en DS mostraron unos valores significantemente inferiores de
movilidad espermatica (p<0.01) tras 5y 7 dias de conservacion, llegando a alcanzar, tras 7 dias
de almacenamiento, valores medios inferiores al 20% y 13%, para motilidad total y motilidad
progresiva respectivamente. Ademas, cuando ambos protocolos fueron comparados, no se
encontraron diferencias significativas durante los 3 primeros dias de conservacion, pero si se
detectaron valores significantemente mayores (p<0.01) de motilidad espermatica para las
muestras conservadas en NL comparado con los conservados en DS, tras 5 y 7 dias de

almacenamiento.

137



Experiencia lll

Tabla 4.3.2. Porcentajes (media + SEM) de espermatozoides mdviles totales y motilidad
progresiva (espermatozoides con movimiento rapido) en semen congelado-descongelado

conservado en nitrogeno liquido y contenedor de transporte seco

Dias de Espermatozoides mdviles totales Motilidad progresiva
conservacion NL DS NL DS
1 701145 66.7 + 2.92 574+29 55.4 + 3.22
2 62.4+1.8 62.2 + 3.62 516+3.0 499 +3.72
3 64.7 3.0 58.9 + 3.82 554+29 50.0 £ 2.32
5 60.1 £ 1.5' 442 £1.702 520211 32.1 £ 1.902
7 62.3 +4.8' 19.1 £ 4.3¢2 50.2 + 3.1 12.3 £ 4,602

NL: congelacion en nitrdgeno liquido; DS: congelacion en nitrogeno liquido y conservacion en contenedor de
transporte.

abe Diferentes letras en la misma columna denotan diferencias significativas (p<0.01); '2Diferentes nimeros en la
misma fila denota diferencias significativas (p<0.01).

El porcentaje de morfoanomalias y de acrosomas intactos de las muestras seminales se
muestran en la Tabla 4.3.3. El porcentaje de células anormales fue bajo en todas las muestras
(rango: 0.0-10.0%) a lo largo del periodo experimental, tanto en las muestras conservadas en NL
como en DS, y no se encontraron diferencias significativas cuando ambos protocolos fueron
evaluados. El tipo de morfoanomalias méas frecuente en ambos protocolos y en los diferentes

periodos evaluados fue el que afectaba a la cola espermatica.

Con respecto a la proporcion de acrosomas dafiados, se comprobd que la integridad
acrosomica presentaba valores medios que se mantenian practicamente inalterados en las
muestras almacenadas en LN; un comportamiento similar se detecté durante los primeros tres
dias de almacenamiento en DS, sin embargo, tras 5 dias de conservacién en DS, el porcentaje
de espermatozoides con acrosomas intactos experimentaron un notable descenso (p<0.01)
comparado con el semen conservado durante los 3 primeros dias. Finalmente, cuando se
compararon ambos protocolos (NL vs DS), se encontraron diferencias significativas (p<0.01) tras
5 y 7 dias de conservacién, mostrando valores notablemente inferiores tras 7 dias de

conservacion en DS.
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Tabla 4.3.3. Porcentajes (media £ SEM) de espermatozoides con morfoanomalias y de
espermatozoides con acrosomas intactos en semen congelado y descongelado, conservado en

nitrégeno liquido y contenedor de transporte seco.

Dias de Morfoanomalias Espermatozoides con acrosomas intactos
conservacion NL DS NL DS
1 40+0.9 52+1.2 69.2+2.7 68.0 + 1.52
2 34106 44+14 66.6 + 1.1 714 +1.82
3 40+0.7 52+15 69.0+24 72.2 +2.02
5 49+0.38 42+10 72.7+1.9 55.8 + 3.202
7 38+1.2 3.7+£0.3 68.3 +2.8! 36.8 +0.9¢2

NL: congelacion en nitrdgeno liquido; DS: congelacion en nitrogeno liquido y conservacion en contenedor de
transporte.

abe Diferentes letras en la misma columna denotan diferencias significativas (p<0.01); '2Diferentes nimeros en la
misma fila denota diferencias significativas (p<0.01).
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4.3.4. DISCUSION

En esta experiencia, la motilidad espermatica y la integridad de la membrana acrosémica post-
descongelacion del semen congelado y conservado en nitrdgeno liquido presentaron valores
consistentes durante todo el periodo experimental, mostrando resultados similares a los
observados en otras razas caprinas (Sirat y cols., 1996; Dorado y cols., 2007). Sin embargo, las
muestras seminales conservadas en el contenedor de transporte (vapores de nitrdgeno liquido)
solo mantuvieron valores equivalentes de motilidad e integridad acrosémica durante los primeros
tres dias de conservacion, para posteriormente manifestar un notable descenso en sus valores.
El porcentaje de espermatozoides con morfoanomalias tras la descongelacién no mostrd
diferencias significativas entre ambos protocolos durante el periodo evaluado, presentando
valores medios comparables con los registrados en estudios previos desarrollados en la misma

raza (Batista y cols., 2011).

En macho cabrio, la motilidad espermatica del semen fresco solo permanece en niveles
elevados durante unas pocas horas, a no ser que sea diluido para reducir la actividad metabdlica
y se descienda su temperatura (Leboeuf y cols., 2000). Distintos estudios confirman que la
refrigeracion del semen genera una disminucién de la calidad seminal, que se traduce en un
descenso de la motilidad y la integridad estructural, acompafiado de un declive en la
supervivencia dentro del tracto reproductor femenino (Leboeuf y cols., 2000; Salvador y cols.,
2006). De esta forma, se ha contrastado que la motilidad espermatica y la integridad del
acrosoma en las muestras seminales caprinas (Tuli y Holtz, 1995) mantienen valores aceptables
hasta los 3 dias tras la conservacion a 4-5°C; sin embargo, a partir de este momento, muestran
una gran variabilidad, para terminar perdiendo por completo la capacidad fertilizante tras 6 dias
de conservacion (Leboeuf y cols., 2000; Salvador y cols., 2006). En nuestro estudio, la viabilidad
espermatica se mantuvo en niveles similares durante los 3 primeros dias de almacenamiento en
DS, empezando a descender los valores a partir del quinto dia; por su parte, la calidad de las
muestras conservadas en nitrégeno liquido no manifestd ningun tipo de alteracion a lo largo del
periodo de estudio. Este diferente comportamiento registrado entre ambos protocolos, podria
obedecer a que el semen de macho cabrio sea mas sensible a una manipulacion continuada
cuando se conserva en DS que cuando es conservado en nitrégeno liquido. De esta forma, una

excesiva manipulacion de las pajuelas en el protocolo DS podria haber modificado la calidad
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seminal aunque la temperatura en el interior de la camara de almacenamiento del DS no

registrase cambios sustanciales.

Hasta el momento, ningin estudio habia evaluado la viabilidad espermatica de las
muestras conservadas en vapores de nitrogeno liquido en animales domésticos. El Unico estudio
asimilable al nuestro (Carolsfeld y cols., 2003) se desarrollé utilizando semen de peces,
evaluando la motilidad espermatica de muestras conservadas en vapores de nitrégeno liquido;
este estudio mostraba que la motilidad espermatica registrada en dosis congeladas-
descongeladas se situaba en un rango entre el 5 y el 85%, tras 7 dias de conservacion en el
contenedor de transporte seco. Por otro lado, diferentes estudios desarrollados en las especies
caprina y canina (Alamo y cols., 2005; Batista y cols., 2009) han propuesto un protocolo de
criopreservacion alternativo, mediante la utilizacion de ultracongeladores donde las muestras
eran conservadas entre -140 y -150°C, temperaturas similares a las registradas en el contenedor
de transporte. Nuestros resultados podrian ser comparables con los obtenidos con el uso de
ultracongeladores de -152°C, donde la motilidad espermatica y los porcentajes de
morfoanomalias y acrosomias no mostraron cambios a lo largo del periodo de conservacién. Por
lo tanto, podria asumirse que la conservacion del semen en un ambiente de vapores de
nitrégeno liquido no modifica la viabilidad espermatica durante, al menos, los 3 primeros dias de

almacenamiento.

Se encuentra generalmente asumido que la calidad seminal muestra una mayor
viabilidad y longevidad cuando el semen es refrigerado comparado con semen congelado-
descongelado (Leboeuf y cols., 2000). De cualquier manera, la viabilidad del semen refrigerado
decrece a lo largo del tiempo, de tal manera que aproximadamente tras los 5 primeros dias de
almacenamiento a 5°C, las caracteristicas del semen refrigerado podrian considerarse
equivalentes a las obtenidas con semen congelado-descongelado. Por otro lado, es necesario
tener en cuenta que el transporte de semen refrigerado puede verse afectado por diferentes
factores tales como la necesidad de una infraestructura especifica, el mantenimiento apropiado
de la temperatura de refrigeracion y evitar la contaminacion de la muestra (Roth y cols., 1999).
En este sentido, diferentes estudios han confirmado que los vapores de nitrdgeno liquido
previenen la transmision bacteriana y virica entre muestras seminales localizadas en el interior

del contenedor de transporte (Bielanski, 2005a,b) y la temperatura en el interior del contenedor
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de transporte se mantiene practicamente inalterada durante un minimo de 7 a 8 dias. De esta
forma, el transporte de semen mediante contenedores de transporte podria convertirse en una
alternativa viable frente al uso del semen refrigerado, sobre todo cuando el transporte de las

muestras podria prolongarse por encima de los 2-3 dias.

En conclusion, bajo las circunstancias descritas en este estudio, la eficacia del
contenedor de transporte (vapores de nitrdgeno liquido) para conservar las pajuelas de semen
caprino durante un corto periodo de tiempo (3 dias con niveles aceptables) ha quedado
completamente confirmada. No obstante, seria muy interesante realizar una nueva experiencia
donde se reduzca la manipulacién de las pajuelas almacenadas en el contenedor de transporte,
para comprobar si la viabilidad de las muestras se prolonga por encima de los valores
registrados en el presente estudio. Del mismo modo, se hace necesario desarrollar ensayos de
fertilidad de las muestras conservadas durante varios dias en el contenedor de transporte seco, y
compararlos con la tasa de fertilidad que se obtendria tras inseminar con semen refrigerado
durante diferentes dias, asi como con semen congelado-descongelado y almacenado en

nitrégeno liquido.
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Experimento 1: Utilizacion de los ultracongeladores de -152°C para la preservacion del

semen en la especie caprina (raza Majorera)

1.

No se detectan diferencias entre ambas técnicas de congelacion (nitrégeno liquido vs
ultracongelador de —152°C), presentando resultados similares en la calidad espermatica in

vitro durante todo el periodo experimental.

El almacenamiento a largo plazo (1 afio) de semen caprino no altera su calidad post-

descongelacion, con independencia del protocolo de criopreservacion utilizado.

El efecto de la variabilidad individual (en machos de raza Majorera) sobre la calidad seminal
post-descongelacién, resulta mas evidente en la motilidad espermética que sobre los

porcentajes de espermatozoides anormales y de acrosomias.

Las muestras de semen caprino (raza Majorera) conservadas en ultracongeladores de

-152°C permanecen fértiles hasta 6 meses tras la criopreservacion.

El estado reproductivo de la cabra (multipara vs nulipara) influye marcadamente sobre la
fertilidad, con independencia del método de crioconservacion empleado (nitrégeno liquido o

ultracongelador de —152°C).

En base a los resultados in vitro de calidad seminal post-descongelacion y los ensayos de
fertilidad, los ultracongeladores de -152°C representan un procedimiento alternativo a la

congelacion en nitrégeno liquido, para la preservacion de muestras seminales caprinas.

Experimento 2: Influencia de la temperatura de conservacion y del pool seminal sobre la

calidad espermatica en los machos cabrios de raza Majorera

7.

El semen caprino conservado a 37°C sufre un marcado detrimento a partir de las 12 horas,

limitando su grado de aplicacion a partir de ese momento.
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1.

12.

Conclusiones

La conservacion de semen caprino a 20 y 4°C, en un diluyente a base de Tris-glucosa-yema

no altera la calidad seminal durante las primeras 24 horas.

Tras la descongelacion, el semen parece permanecer viable solo durante 4-6 horas, siendo

éste el periodo limite para obtener tasas razonables de fertilidad.

El porcentaje de morfoanomalias es el parametro espermético post-descongelacién que
menos modificaciones experimenta, con independencia del protocolo de preservacion
evaluado (37, 20,4 y -196°C).

Cuando el semen se procesa en forma de pool en lugar de individualmente, no se registran
modificaciones en la calidad seminal post-descongelacién, mostrando resultados similares en
el periodo de preservacion testado (24 horas), para cada uno de los protocolos de

conservacion evaluados (37, 20, 4 y -196°C).

Con independencia del procesado seminal (de forma individual o en forma de pool), la tasa
de fertilidad registrada tras inseminar con semen fresco o congelado-descongelado no

manifiesta variaciones en la raza caprina Majorera.

Expriencia lll: Viabilidad esperméatica en muestras de semen caprino conservadas en un

contenedor de transporte (vapores de nitrégeno liquido)

13.

14.

15.

La temperatura en el interior del contenedor de transporte (vapores de nitrégeno liquido) se

mantiene practicamente inalterable durante un minimo de 7 dias.

El semen caprino conservado en contenedores de transporte mantiene niveles aceptables de
motilidad espermatica, integridad acrosémica y espermatozoides normales durante, al

menos, 3 dias.
En las condiciones descritas en el estudio, la aplicabilidad del semen preservado en

contenedores de transporte quedaria limitada a un breve periodo de tiempo (inferior a 5

dias).
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6. RESUMEN

En la primera experiencia, el semen de cinco machos cabrios de la raza Majorera se recogid
mediante vagina artificial y se someti6 a un proceso de dilucion, hasta alcanzar una
concentracion final de 200 x 108 espermatozoides/dosis, en un diluyente con un 4% de glicerol y
un 12% de yema de huevo. Una vez finalizado el periodo de equilibrado, las pajuelas (0.5 ml)
fueron sometidas a dos procedimientos diferentes de congelacion: (NL) las pajuelas fueron
congeladas y conservadas en nitrégeno liquido; (ULF) las pajuelas fueron congeladas y
conservadas en ultracongelador de -152°C. Finalmente, las pajuelas se descongelaron, y se
determind la calidad seminal (motilidad espermatica, porcentaje de espermatozoides con
integridad acrosémica y porcentaje de morfoanomalias) para diferentes tiempos de conservacion

(1, 30, 90 y 365 dias de crio-conservacion).

Por otro lado, en una segunda fase de la primera experiencia, 150 cabras de la raza
Majorera fueron asignadas a cuatro grupos experimentales: para los grupos NL-1 (n=40) y NL-6
(n=35), las cabras fueron inseminadas de forma transcervical con semen congelado-
descongelado que habia permanecido conservado en nitrogeno liquido durante 1 y 6 meses,
respectivamente; en los grupos ULF-1 (n=40) y ULF-6 (n=35), las cabras fueron inseminadas de
forma transcervical con semen congelado-descongelado que habia permanecido almacenado en
ultracongeladores de -152°C durante 1 y 6 meses, respectivamente. Mediante ultrasonografia
trasabdominal se determiné la tasa de gestacién, mientras que la fertilidad a término y la

prolificidad fueron registrados en el momento del parto.

Los resultados in vitro demostraron que el protocolo de congelacion no influye sobre la
calidad espermatica, con valores similares hasta un afo tras la congelacion; asimismo, no se
observo influencia del tiempo de conservacion sobre la calidad seminal. En cuanto a la tasa de
nacimientos, no se detectaron diferencias significativas entre grupos experimentales (43.6%,
38.5%, 42.8% y 40.0% para los grupos NL-1, ULF-1, NL-6 y ULF-6 respectivamente). Por otro
lado, en todos los grupos experimentales, la fertilidad a término y la prolificidad fueron
significativamente mayores (p<0.01) en cabras multiparas que en cabras nuliparas. Por lo tanto,
los resultados in vitro y los parametros de fertilidad confirmaron la eficacia de la técnica ULF para

la congelacion y almacenamiento de semen caprino.
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En la segunda experiencia, se pretendia evaluar el efecto de distintas temperaturas de
conservacion del semen y la influencia de mezclar semen de varios machos sobre la viabilidad
espermatica. En una primera fase del experimento, las muestras seminales (n=30) de cinco
machos cabrios de la raza Majorera fueron procesadas de forma individual (Sl) y tras la primera
dilucién (a base de TRIS y yema de huevo), se extrajo una alicuota de cada muestra para hacer
un pool (PS). Tras esto, las muestras (S| y PS) fueron preservadas como semen fresco (37 y
20°C), refrigerado (4°C) y congelado (dilucién final: 400 x 108 espermatozoides/ml, 12% yema de
huevo, 4% glicerol). Se definieron los pardmetros de motilidad espermatica, porcentaje de
morfoanomalias y de acrosomas intactos, a lo largo de 24 horas de preservacion. La
preservacion seminal a 20 y 4°C no modificaba la calidad espermatica durante las 24 primeras
horas, pero la conservacion a 37°C provoco un evidente descenso en la motilidad espermatica a
partir de las 12 horas; asimismo, la longevidad del semen congelado-descongelado se limitd a 4-
6 horas. Finalmente, no se observaron diferencias en los parametros seminales cuando el PS se

compard con el semen individual en ninguno de los protocolos estudiados.

En la segunda fase del experimento, 120 cabras de la raza Majorera se asignaron en
cuatro grupos experimentales: (1) grupo SIF (n=30), las hembras fueron inseminadas con semen
fresco, procesado de manera individual; (2) grupo SIC (n=30), las hembras fueron inseminadas
con semen congelado-descongelado, procesado de manera individual; (3) grupo SPF (n=30), las
hembras fueron inseminadas con semen fresco, procesado en forma de pool; (4) grupo SPC
(n=30), las hembras fueron inseminadas con semen congelado-descongelado, procesado en
forma de pool. Las inseminaciones se realizaron de manera transcervical y las hembras fueron
inseminadas con un minimo de 120 x 108 espermatozoides méviles. El indice de nacimientos fue
muy similar entre los grupos SIF y SPF (70.0% y 73.7% respectivamente), y no se observaron
diferencias significativas de fertilidad entre los grupos SIC y SPC (46.7% y 50.0%,
respectivamente); asimismo, la prolificidad mostré valores muy uniformes entre los cuatro

protocolos evaluados (1.90, 1.95, 1.85 y 1.87; grupos SIF, SPF, SIC y SPC, respectivamente).

Los resultados de este estudio confirmaron que las muestras seminales pueden ser
conservadas satisfactoriamente durante 24 horas a 20 y 4°C. Ademas, al mezclar el semen de
diferentes machos, los parametros seminales no se ven modificados significativamente en

comparacion con las muestras de machos individuales, ni parece tener reflejo sobre la fertilidad.
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En la tercera experiencia, se valoro la eficacia de un contenedor de transporte (vapores
de nitrégeno liquido) para la conservacion de semen caprino. Se recogié semen de 6 machos
cabrios de la raza Majorera, y una vez procesado (dilucion final: 400 x 108 espermatozoides/ml,
12% yema de huevo, 4% glicerol), el semen fue equilibrado (4°C) y las pajuelas se congelarony
conservaron en nitrdgeno liquido (NL). Treinta dias tras la congelacion, la mitad de las pajuelas
fueron transferidas, desde el NL al contenedor de transporte seco (DS). Posteriormente, se llevd
a cabo la descongelacion, los dias 1, 2, 3, 5 y 7 dias tras transferir las pajuelas al DS,
determinando el porcentaje de espermatozoides moviles, espermatozoides con acrosoma intacto

y morfoanomalias.

En ambos protocolos (NL y DS), las muestras de semen mostraron niveles equivalentes
de motilidad progresiva (entre el 50 y el 60%) y en el porcentaje de acrosomas intactos
(alrededor del 70%), durante los primeros 3 dias de almacenamiento. Sin embargo, a partir del
dia 5 de almacenamiento, se observé un notable descenso de la calidad seminal en las pajuelas
conservadas en DS, mostrando un notable descenso de la viabilidad seminal tras 7 dias de
conservacion (12.3% y 36.8%, motilidad progresiva e integridad acrosdmica, respectivamente).
Por lo tanto, en las condiciones descritas en este estudio, la calidad seminal del semen caprino
conservado en un contenedor de transporte (vapores de nitrégeno liquido), solo se mantiene en
niveles aceptables durante los 3 primeros dias de conservacion; en consecuencia, Sus

aplicaciones practicas podrian verse mas limitadas.
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7. ABSTRACT

In the first experiment, the semen of five Majorera bucks was collected and processed to reach
a final concentration of 200 x 106 spermatozoa/straw, with the extender containing 4% of glycerol
and 12% of egg yolk. Two freezing techniques were assessed: (LN) straws were frozen and
stored in liquid nitrogen and (ULF) straws were frozen and stored in the ultra-low freezer at
-152°C. Semen quality (sperm motility, acrosome integrity and abnormal sperm cells
percentages) was determined for different storage times (1, 30, 90 and 365 days of

cryopreservation).

Thereafter, 150 Majorera goats were assigned to four experimental groups: for groups
LN-1 (n=40) and LN-6 (n=35), the goats were transcervically inseminated with frozen-thawed
semen stored for 1 and 6 months in liquid nitrogen, respectively, while for groups ULF-1 (n=40)
and ULF-6 (n=35), the goats were transcervically inseminated with frozen-thawed semen stored
for 1 and 6 months in a ultra-low freezer at —152°C, respectively. The pregnancy rate was
determined by transabdominal ultrasound scanning; in addition, the kidding rate and prolificacy

were recorded at parturition.

In vitro results showed that the freezing protocol is not affect sperm quality with similar
values for up to 1 year of cryopreservation. The kidding rates were not significantly different
between experimental groups (43.6%, 38.5%, 42.8% and 40.0% for groups LN-1, ULF-1, LN-6
and ULF-6, respectively). In all experimental groups, the kidding rate and prolificacy were
significantly higher (p<0.01) in multiparous than in nulliparous goats. Therefore, the in vitro results

and fertility trials confirmed the efficiency of the ULF technique for storage of goat semen.

The second experiment assessed the effect of different semen storage temperatures
and the influence of semen pooling in semen viability. In the first phase, semen samples (n=30)
of five Majorera bucks were individually processed (IS) and after the first dilution (Tris-yolk
extender), semen-diluted aliquots from each male were pooled (PS). Thereafter, semen samples
(IS and PS) were preserved as fresh semen (37 and 20°C), chilled semen (4°C) and frozen
semen. Sperm motility and the percentage of abnormal sperm cells and intact membrane

acrosomes were defined. Semen preservation at 20°C and 4°C did not modify the quality of
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spermatozoa for the first 24 hours, but the conservation at 37°C caused a dramatic fall in the
semen motility from 12 h onwards. Furthermore, the longevity of frozen-thawed semen was
limited to 4-6 h. No differences were observed in semen parameters when pooled semen was

compared with semen from individual males in any of the preservation protocols assessed.

On the other hand, 120 goats were distributed in four experimental groups: in group FIS
(fresh individual semen, n=30) and group FTIS (frozen-thawed individual semen, n=30), does
were transcervically inseminated with fresh semen and frozen-thawed semen from each
individual male, respectively, and in group FPS (fresh pooled semen, n=30) and group FTPS
(frozen-thawed pooled semen, n= 30), goats were transcervically inseminated with fresh pooled
semen and frozen-thawed pooled semen, respectively. The kidding rate was very close in the FIS
and FPS groups (70.0% and 73.7%, respectively) and no significant differences were observed in
the fertility rate between FTIS and FTPS. The results of this study confirmed that semen samples
may be preserved satisfactorily for 24 h both at 20 and 4°C. In addition, the mixture of semen of
different bucks did not significantly modify the semen parameters when compared with semen

from individual males.

Finally, the third experiment assessed the efficacy of a dry shipper to preserve caprine
semen samples. Semen was collected from six Majorera bucks, and after processing (final
concentration of 200 x 108 spermatozoalstraw, 4% of glycerol, 12% of egg yolk), the semen was
equilibrated and then semen straws were frozen and stored in liquid nitrogen (LN). Thirty days
after freezing, half of the frozen straws were transferred from LN to a dry shipper (DS). Then,
thawing was performed at 1, 2, 3, 5 and 7 days and the percentages of motile spermatozoa,

acrosome intact spermatozoa and abnormal spermatozoa were determined.

Buck semen samples showed equivalent levels of progressive motility (between 50 and
60%) and intact acrosome membrane (around 70%) during the first three days of storage in both
procedures; however, from the fifth day of storage onwards, a notable decrease in semen quality
was observed in the samples preserved in DS, showing a dramatic fall in the semen viability after
7 days of preservation (12.3% and 36.8%, progressive fast spermatozoa and acrosome integrity,
respectively). However, under the circumstances reported in this study, the sperm quality of buck
samples preserved in the in dry shipper only held during the first three days of storage, and
therefore, its practical application could be more limited.
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